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1 UVOD 
 
Rak materničnega vratu je povezan z okužbo s humanim papiloma virusom (angl. Human 
papillomavirus, HPV). 80–90 % okužb je prehodnih in izzvenijo same od sebe v 1–2 letih. 
10–20 % okužb ne izzveni. To so okužbe z visoko tveganimi HPV, kjer se virusna DNK 
(deoksiribonukleinska kislina) integrira v genom okuženih celic. Te se začnejo 
nenadzorovano deliti in pojavijo se predrakave spremembe, če pa jih ne zdravimo, tudi rak 
materničnega vratu (RMV) (Onkološki …, 2018). 
 
Prehodne okužbe s HPV so povezane z nastankom predrakavih sprememb nizke stopnje: 
ploščatocelična intraepitelijska lezija nizke stopnje (PIL-NS) ali atipične ploščate celice, 
neopredeljene (APC-N). Dolgotrajne okužbe povzročajo predrakave spremembe visoke 
stopnje: atipične ploščate celice, verjetno neoplastične (APC-VS), ploščatocelična 
intraepitelijska lezija visoke stopnje (PIL-VS) ali raka. Od okužbe s HPV, ki ne izzveni sama 
od sebe, do razvoja predrakavih sprememb navadno poteče 2–5 let. Rak se po navadi pojavi, 
če okužba s HPV vztraja več kot 9 let. To je ena izmed najpogostejših okužb, ki se prenaša 
s spolnimi odnosi, in se lahko pojavi tako pri moških kot pri ženskah (Onkološki …, 2018). 
 
V številnih državah si z organiziranimi državnimi presejalnimi programi prizadevajo, da bi 
pravočasno odkrili predrakave spremembe in RMV. Leta 2003 je bil v Sloveniji vzpostavljen 
organiziran državni program za odkrivanje predrakavih in rakavih sprememb na 
materničnem vratu, poimenovan Zgodnje odkrivanje predrakavih sprememb na 
materničnem vratu (ZORA). V 13 letih njegovega delovanja se je obolevnost za RMV 
prepolovila (Primic Žakelj in sod., 2017). Pomembne zasluge ima citopatološka preiskava 
brisa materničnega vratu (BMV). Njena kakovost se je med delovanjem programa izboljšala, 
kar se kaže v zmanjševanju deleža patoloških sprememb v presejalnih brisih (6,7 % v letu 
2007, 4,9 % v letu 2016) (Primic Žakelj in sod., 2017) in pozitivni napovedni vrednosti 
(PNV), ki se je povečala na 68,8 % (Primic Žakelj in sod., 2009). V primerjavi s podatki v 
literaturi je to dober rezultat, saj se v metaanalizi, v katero so vključili različne raziskave, 
PNV giblje od 7,2 do 94,8. Razlog za tolikšno variabilnost je, da so v metaanalizo vključili 
raziskave iz razvitih in nerazvitih držav, med katerimi je precejšnja razlika v kakovosti 
citopatoloških preiskav (American ..., 2018). Žal pa le z organiziranimi presejalnimi 
programi RMV ni možno preprečiti. Z razvojem cepiv proti HPV ter cepljenjem deklic in 
dečkov si obetamo, da bo RMV v prihodnosti možno izkoreniniti. Zato si tudi v Sloveniji 
prizadevamo, da bi cepili večino deklic in mladih žensk, ki še niso imele spolnih odnosov. 
Prizadevamo si, da bi začeli cepiti tudi dečke. Le visoka precepljenost bo omogočila, da 
bomo skupaj z dobrim delom v okviru presejalnega programa ZORA RMV izkoreninili tudi 
v Sloveniji.  
 
Čeprav se je citopatološki pregled BMV v Sloveniji izkazal kot dober presejalni test, ima 
svoje slabosti in omejitve. Zanesljivost BMV za odkrivanje predrakavih sprememb in raka 
je v največji meri odvisna od usposobljenosti presejalcev in citopatologov, ki sodelujejo pri 
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pregledovanju BMV. Problem predstavljajo ženske s citopatološko oceno PIL-NS ali  
APC-N, kjer je tveganje za raka preveliko, da bi jih vrnili v redno presejanje, in hkrati 
premajhno, da bi jih napotili na kolposkopijo. Zato se v takšnih primerih priporoča uporaba 
dodatnih triažnih testov. Največ se uporablja testiranje na visoko tvegane HPV. Na tržišču 
so številni testi, vendar so za uporabo v presejalnih programih primerni le tisti, ki 
izpolnjujejo smernice po Meijerju. To so mednarodna priporočila, ki morajo izpolnjevati vse 
dogovorjene standarde za klinično občutljivost, klinično specifičnost ter znotraj- in 
medlaboratorijsko ponovljivost. Razlikujejo se lahko v tehnologiji testiranja, stopnji 
avtomatizacije, materialnih stroških in sposobnosti analize različnega števila vzorcev (Poljak 
in Oštrbenk, 2017). Slabost testov za visoko tvegane HPV je, da ne ločujejo med 
spremembami, ki izzvenijo same od sebe, ter predrakavimi in rakavimi spremembami. Zato 
je ženske s pozitivnim testom treba dodatno testirati in spremljati. V slovenskem presejalnem 
programu ZORA za triažo žensk s citopatološko oceno APC-N ali PIL-NS uporabljamo test 
Hybrid Capture 2 (HC2) proizvajalca Qiagen, Nemčija. Ker test ne more ločiti med prehodno 
in kronično okužbo, sta po šestih mesecih potrebna ponovna odvzem BMV za citopatološko 
preiskavo in triažni test za visoko tvegane HPV. Če sta izvida negativna, se lahko ženska 
vrne v redno presejanje. V primeru negativne citologije in pozitivnega triažnega testa je treba 
test HPV naslednje leto ponoviti. Ko sta citološka ocena BMV APC-N ali PIL-NS in triažni 
test HPV negativna, se žensko pošlje na kolposkopijo (slika 1). Takšen način dela daje dobre 
rezultate, vendar predstavlja dodatno obremenitev zdravstvenega sistema in zaradi 
negotovosti duševno obremenitev za ženske. Zato v svetu potekajo številne raziskave, s 
katerimi želijo odkriti občutljivejši in bolj specifičen triažni test, s katerim bi lahko 
zanesljiveje ločili med prehodno in dolgotrajno okužbo (Pogačnik in sod., 2014; Kloboves 
Prevodnik, 2017). 
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IZVID BMV: APC-N 
Po šestih mesecih: BMV in triažni test 
Izvid: BMV 
neg. ali 
APC-N 
HPV neg. 
Izvid: BMV 
neg. 
HPV poz. 
Izvid: BMV 
APC-N 
HPV poz. 
Izvid: BMV 
PIL-NS ali več 
HPV neg. ali 
poz. 
Ukrepanje: 
redni 
preventivni 
BMV 
Po 12 mesecih: 
triažni test HPV 
Ukrepanje: za kolposkopijo 
(zadovoljiva kolposkopska ocena) in 
morebitno biopsijo 
Izvid: 
HPV 
neg. 
Izvid: 
HPV poz. 
Norma-
len 
izvid 
Izvid: 
CIN/Ca 
Smernice 
Ukrepanje: 
redni 
preventivni 
BMV 
Ukrepanje: za 
kolposkopijo 
Po 12 mesecih: triažni test 
HPV 
Izvid: 
HPV neg. 
Izvid: 
HPV poz. 
Ukrepanje: 
redni preventivni 
BMV 
Ukrepanje: 
za kolposkopijo 
Slika 1: Algoritem postopkov v primeru citološkega izvida BMV APC-N in postopki napotitve po opravljenem 
triažnem testu HPV (Uršič Vrščaj in sod., 2011)  
 
Legenda: APC-N ... atipične ploščate celice, neopredeljene, BMV ... bris materničnega vratu, HPV ... humani 
papiloma virus, PIL-NS ... ploščatocelična intraepitelijska lezija nizke stopnje, CIN ... cervikalna 
intraepitelijska neoplazija, Ca ... rak materničnega vratu. 
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Test p16/Ki-67 je dvojno imunocitokemično (ICK) barvanje in eden izmed obetavnih testov, 
ki bi jih lahko v prihodnosti uporabljali za triažo žensk s citopatološkimi ocenami APC-N in 
PIL-NS ter triažo žensk s pozitivnim testom na visoko tvegane HPV (Kloboves Prevodnik, 
2017). Z njim prikažemo hkratno prisotnost beljakovin p16 in Ki-67 v celici. Ta je značilna 
le za neoplastično transformirane celice, pri katerih pride zaradi dolgotrajne okužbe s HPV 
do deregulacije celičnega ciklusa in nenadzorovane celične delitve. Keisser in Zechmeister-
Koss (2015) sta v svoji študiji dokazala, da je test p16/Ki-67 bolj specifičen od triažnega 
testa HPV, vendar ima za to nekoliko manjšo občutljivost. Na drugi strani pa je v primerjavi 
s citopatološkim pregledom BMV občutljivejši in ima podobno specifičnost (Kloboves 
Prevodnik, 2017). Eden od zaključkov dosedanjih študij je, da bi test p16/Ki-67 pripomogel 
predvsem k odkrivanju predrakavih sprememb in RMV pri mlajših ženskah, pri katerih 
triažni test HPV ni dovolj zanesljiv, saj ne razlikuje med prehodnimi in dolgotrajnimi 
okužbami, citopatološki pregled BMV pa je premalo občutljiv (Ikenberg in sod., 2013).  
 
1.1 NAMEN IN CILJ RAZISKAVE 
 
Za varno uporabo p16/Ki-67 dvojnega ICK barvanja v laboratorijih, ki sodelujejo v 
državnem programu ZORA, so na Onkološkem inštitutu Ljubljana (OIL) razvili program 
usposabljanja za oceno testa. V naši raziskavi smo želeli preveriti, ali je program primeren 
tudi za usposabljanje laboratorijskih delavcev, ki nimajo znanja iz citopatologije in 
imunocitokemije. Raziskava je bila predklinična in ima dva dela. V prvem delu smo želeli 
dva učenca brez znanja ginekološke citopatologije in imunocitokemije (študenta molekulske 
in funkcionalne biologije in zdravnika s končano medicinsko fakulteto) usposobiti za oceno 
p16/Ki-67 dvojnega ICK barvanja. Po kratkem izobraževalnem programu sta učenca 
pregledala 118 preparatov z dvojnim p16/Ki-67 ICK barvanjem. Nato smo v drugem delu 
raziskave želeli preveriti, ali sta učenca usposobljena za pregledovanje p16/Ki-67 dvojnega 
ICK barvanja. Po dodatnem usposabljanju sta v drugem delu raziskave pregledala še 383 
preparatov. Rezultate njunih ocen smo primerjali z ocenami starejšega presejalca in 
referenčnimi ocenami, da bi ugotovili, ali je tak način izobraževanja primeren za 
usposabljanje laboratorijskih delavcev, predvsem tistih, ki sodelujejo v presejalnem 
programu ZORA. 
 
Namen raziskave je bil preveriti, ali je usposabljanje laboratorijskih delavcev za 
pregledovanje in interpretacijo rezultatov p16/Ki-67 dvojnega ICK barvanja, ki so ga razvili 
na OIL, učinkovito. 
 
Cilj raziskave je bil laboratorijskega delavca brez predhodnega znanja iz ginekološke 
citopatologije in imunocitokemije usposobiti za zanesljivo ocenjevanje p16/Ki-67 dvojnega 
ICK barvanja. 
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1.2 HIPOTEZA RAZISKAVE 
 
Predvidevamo, da bosta učenca po začetnem izobraževalnem programu, pregledu 118 učnih 
preparatov s p16/Ki-67 dvojnim ICK barvanjem in možnostjo diskusije primerov, kjer se 
bodo njuni rezultati razlikovali od referenčnega rezultata, usposobljena za samostojno 
ocenjevanje testa.  
 
Po končanem usposabljanju bodo ocene učenca usklajene z ocenami starejšega presejalca in 
referenčnimi ocenami. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 RAK MATERNIČNEGA VRATU 
 
2.1.1 Maternični vrat in rak materničnega vratu 
 
RMV je maligna epitelijska neoplazma, ki vznikne iz večskladnega ploščatega 
neporoženevajočega epitelija in enoslojnega visoko prizmatskega žleznega epitelija, ki 
prekrivata vrat maternice. Maternica je hruškasto oblikovan votel organ. Sestavljata jo telo 
in vrat. Vrat maternice je njen najožji in najnižji del ter sega v nožnico in ob porodu 
predstavlja porodni kanal. Zunanji del materničnega vratu (eksocerviks), ki sega v nožnico, 
je pokrit z večskladnim, neporoženevajočim ploščatim epitelom. Ta v področju zunanjega 
materničnega ustja prehaja v enoslojni cilindrični epitel, ki prekriva endocervikalni kanal 
(endocerviks). Mesto, kjer en epitel prehaja v drugega, imenujemo transformacijska cona. V 
tem področju nastane največ predrakavih in rakavih sprememb, ker je epitelij na tem mestu 
manj odporen in zato dovzeten za okužbo s HPV (Jančar, 2009; American ..., 2018). 
 
RMV lahko odkrijemo s preprostimi neinvazivnimi diagnostičnimi postopki, kot so pregled 
pri ginekologu, citopatološki pregled BMV in kolposkopija (Onkološki ..., 2018). 
 
Najpogostejše patohistološke oblike RMV so ploščatocelični rak (80–90 %), žlezni rak (10–
15 %) in druge oblike raka, kot je žlezno-ploščati (adenoskvamozni) rak (3–5 %) (Solomon 
in Nayar, 2004).  
 
2.1.2 Dejavniki tveganja (vzroki) 
 
Poznamo več dejavnikov tveganja za razvoj RMV. Nekateri so poglavitni za nastanek, 
nekateri pa le sodelujejo in pospešujejo razvoj raka. Glavni razlog za nastanek RMV je 
okužba s HPV. Z njim se okužimo pri genitalnem ali oralnem nezaščitenem spolnem odnosu 
in je ena izmed najpogostejših spolno prenosljivih okužb. Najpogostejše so okužbe pri 
mladih do 25. leta starosti (American ..., 2018; Onkološki ..., 2018).  
 
Drugi dejavniki tveganja za razvoj RMV, ki razvoj pospešujejo, so: 
 Oslabljen imunski sistem. Ženske z oslabljenim imunskim sistemom so bolj 
ogrožene. Njegova oslabitev je lahko posledica zdravljenja s kortikosteroidi ali 
presaditve organov, pri kateri uporabljajo zaviralce imunskega sistema za 
preprečevanje zavrnitvene reakcije. Razloga za oslabljen imunski sistem sta tudi 
zdravljenje drugih malignih obolenj in okužba z virusom HIV (angl. Human 
Immunodeficiency Virus). 
 Hormonska oralna kontracepcija. Nekatere raziskave kažejo, da uporaba hormonske 
oralne kontracepcije, kot so kontracepcijske tabletke, poveča tveganje za nastanek 
RMV, vendar pa so na tem področju potrebne še dodatne raziskave. 
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 Pogosta menjava spolnih partnerjev. Z različnimi in številnimi spolnimi partnerji se 
možnost okužbe s HPV poveča. 
 Več porodov. Raziskave kažejo, da so ženske z več porodi bolj ogrožene kot tiste, ki 
jih imajo manj ali niso imele poroda. Vzrok še ni poznan, vendar pa se domneva, da 
so razlog povečane ravni spolnih hormonov ali poškodbe celic materničnega vratu 
zaradi poroda, ki olajša okužbo s HPV. 
 Druge spolno prenosljive bolezni. Ženske s spolno prenosljivimi boleznimi, kot je 
klamidija trahomatis ali virus herpes simpleks 2, pogosteje zbolevajo za 
predrakavimi spremembami in invazivnim RMV. 
 Kajenje. Kadilke so dvakrat bolj ogrožene kot nekadilke. 
 Starost. Dekleta, mlajša od 15 let, zelo redko zbolevajo za rakom. Tveganje se 
povečuje pri ženskah nad 25. letom starosti. Največja pojavnost RMV je pri ženskah 
med 35. in 45. letom starosti. Če se ženske ne udeležujejo rednih presejalnih 
pregledov ali niso cepljene, je to tveganje še večje. 
 Družbenoekonomski status. Slab družbenoekonomski status je razlog za razvoj 
mnogih bolezni, ne samo RMV. To je posledica predvsem slabših prehranski navad 
in slabše higiene. Takšne ženske se tudi ne udeležujejo rednih presejalnih testov, kar 
poveča tveganje za bolezen. 
 Izpostavljenost dietilstilbestrolu (DES). To je snov, ki so jo ginekologi in 
porodničarji od leta 1940 do leta 1970 predpisovali nosečnicam, ki jim je grozil 
spontani splav. Njihove potomke, pa tudi potomci so bolj ogroženi za RMV (Poljak 
in sod., 2005; American ..., 2018; Onkološki ..., 2018). 
 
Znanstveniki še naprej raziskujejo, kateri dejavniki povečajo tveganje za RMV, kako ga 
preprečiti, odkriti v čim zgodnejši fazi, ko je še ozdravljiv, in katero zdravljenje je 
najučinkovitejše. V splošnem poznamo že dovolj metod, s katerimi bi ga lahko skoraj 
povsem izkoreninili. Predvideva se, da bi s cepljenjem proti HPV in organiziranim 
presejanjem RMV s testom HPV obolevnost zanj zmanjšali in ga v optimalnih pogojih lahko 
popolnoma izkoreninili. Tudi v Sloveniji si prizadevamo zmanjšati obolevnost za RMV z 
organiziranim presejalnim programom ZORA in cepljenjem deklic, ki še niso imele spolnih 
odnosov (Ivanuš in Primic Žakelj, 2017).  
 
2.2 HUMANI PAPILOMA VIRUS  
 
HPV so heterogena skupina virusov DNK, ki jih razvrščamo v različne virusne genotipe na 
podlagi skladnosti nukleotidnih zaporedij. Povezujemo jih z nastankom številnih benignih 
in malignih sprememb ploščatega epitelija, kot so predrakave spremembe in RMV, pa tudi 
rak grla, genitalne in kožne bradavice. HPV sodi med male gole DNK viruse, katerih dedni 
material je obdan z dvoslojnim beljakovinskim plaščem, imenovanim kapsida, ki je 
ikozaedrične oblike. Kapsida je sestavljena iz 72 morfoloških enot, kapsomer, ki so 
sestavljene iz dveh tipov strukturnih beljakovin: velike plaščne beljakovine (L1) in male 
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plaščne beljakovine (L2). Velika plaščna beljakovina tvori 80–90 % vseh beljakovin 
virusnega plašča. Genom HPV je dvoverižna, zaprta, krožna molekula DNK, ki ima 
kodirajoče in nekodirajoče regije. Kodirajoče regije so zgodnji geni, ki so zapisi za 
beljakovine, povezane s podvajanjem virusa, uravnavanjem prepisovanja genoma virusa in 
transformacijo okuženih celic (E1, E2, E4, E5, E6 in E7), ter pozni geni, ki so zapisi za 
strukturne beljakovine virusnega plašča (L1 in L2). Nekodirajoče regije so zaporedja DNK, 
ki so pomembna za uravnavanje virusnega razmnoževanja in prepisovanja genov (LCR, 
URR) (Poljak in sod., 2005). Poznamo 226 genotipov HPV in še vedno odkrivamo nove 
(International ..., 2019). HPV razvrščamo v dve kategoriji: visoko tvegane in nizko tvegane. 
V kategorijo visoko tveganih spadajo HPV-16, HPV-18, HPV-31, HPV-33,  
HPV-35, HPV-39, HPV-45, HPV-51, HPV-52, HPV-56, HPV-58, HPV-59, HPV-68, HPV-
73 in HPV-82, ki so povezani z nastankom kar 90 % vseh rakavih in predrakavih sprememb 
na materničnem vratu. Z virusom se okužijo bazalne celice ploščatega epitelija, ker imajo 
najverjetneje receptorje za virus (Poljak in sod., 2005). 
 
Virus vstopi v bazalne celice ploščatega epitelija skozi različne mikroskopsko majhne rane 
in odrgnine, ki nastanejo zaradi zgodnjih ali grobih spolnih odnosov. Ob takšnih poškodbah 
se na bazalni membrani razkrije heparan sulfat proteoglikan (angl. heparan sulfate 
proteoglycan, HSPG), ki predstavlja vezavno molekulo in omogoča transport različnih snovi 
v celico (Mudhakir in Harashima, 2009; Johnson in sod., 2009). Vezava virusa s HSPG na 
bazalni membrani povzroči konformacijsko spremembo kapsidnih beljakovin. Izpostavijo 
se N-terminalni konci L2 kapsidne beljakovine, ki so bili predhodno cepljeni s furinom. To 
je eden izmed ključnih korakov vstopa virusa v celico. Naknadno se razkrijejo tudi 
neizpostavljene regije na L1 kapsidni beljakovini, ki se povežejo z do zdaj še 
neidentificirano beljakovino na celični membrani. Po nekaterih študijah naj bi bil to α6-
integrin, ki pa ni obvezen, saj so bile nekatere celične linije tudi brez njega zlahka okužene 
(Raff in sod., 2013).  
 
Vstop HPV v celico je izredno počasen proces, ki lahko traja tudi do 12 ur. Po začetni vezavi 
in razcepitvi s furinom se virus prenese na še neodkrite receptorje na celični membrani. V 
celico vstopi s klatrinom ali kaveolom posredovano endocitozo (Smith in sod., 2007). Pozni 
endosom sprosti genski material virusa, ki vstopi v jedro celice preko razpok jedrne ovojnice 
in se veže na ND10 vezavna mesta v jedru. Ko virus enkrat vstopi v jedro, se začne podvajati 
(Day in sod., 2004; Aydin in sod., 2014).  
 
V bazalnem sloju se virus počasi razmnožuje in med eno celično delitvijo nastane le ena 
kopija virusnega genoma. Delitev bazalnih celic stimulirata virusni beljakovini E6 in E7. V 
povrhnjih slojih se virusi hitro razmnožujejo, čeprav se celice gostiteljice ne delijo. Zaradi 
razmnoževanja HPV v celicah nastanejo značilne morfološke spremembe, ki jih 
poimenujemo koilocitoza. Epitelijske spremembe na materničnem vratu s koilociti so del 
cervikalne intraepitelijske neoplazije nizke stopnje (CIN1). Celotni virusi se sproščajo le iz 
najbolj povrhnjih slojev celic z lizo (Poljak in sod., 2005).  
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Poznamo dva različna tipa okužb s HPV. Lahko so prehodne in izzvenijo same od sebe v 1–
2 letih. Pri njih se genom HPV nahaja kot episom (nevgrajen v genom gostiteljske celice). 
10–20 % okužb ne izzveni, imenujemo jih dolgotrajne okužbe in gre za okužbe z visoko 
tveganimi HPV. Pri njih se genom HPV vgradi v genom gostiteljske celice s prekinitvami. 
Prehodne HPV okužbe so povezane z nastankom blagih celičnih sprememb, PIL-NS ali 
APC-N. Dolgotrajne okužbe povzročajo hujše celične spremembe, kot sta APC-VS in PIL-
VS, ter raka (Onkološki ..., 2018). 
 
Genom HPV se vgradi na poškodovana mesta v DNK gostiteljske celice. Ključno vlogo 
imajo onkoproteini HPV, ki nasprotujejo mehanizmu popravljanja DNK zaporedja 
gostiteljske celice. Ko se virusna DNK vključuje v genom gostiteljske celice, se fizično 
prekine prepisovanje gena E2, ki je represor E6 in E7 onkoproteinov HPV. Rezultat je 
povečano, nenadzorovano kopičenje onkoproteinov E6 in E7, ki porušita regulacijo 
celičnega cikla gostiteljske celice z inhibicijo zaviralcev od ciklinov odvisnih kinaz (CDK) 
in razgradnjo tumor supresorske beljakovine p53. Vloga zaviralcev CDK beljakovin in p53 
beljakovine je preprečiti proliferacijo celic z okvarjeno DNK in posledično razvoj raka 
(Poljak in sod., 2014). 
 
Virusna beljakovina E6 se v gostiteljskih celicah poveže v kompleks E6-AP (angl. cellular 
ubiquitin-protein ligase E6-AP). Ta prednostno usmerja tumor supresorsko beljakovino p53 
v razgradnjo po proteolitski poti. Virusna beljakovina E7 je strukturno in funkcionalno 
podobna več beljakovinam, ki imajo sposobnost vezave s tumor supresorsko 
retinoblastomsko beljakovino (pRB), in jih tako inaktivira. Z vezavo E7 na pRB se sproži 
proces proteolitske razgradnje beljakovine pRB po ubikvitinski poti. Odsotnost kompleksa 
pRB-E2F povzroči začetek prekomernega prepisovanja beljakovine p16, katere 
prepisovanje zavira vezava E2F beljakovine na pRB. P16 se posledično kopiči v citoplazmi 
celice. Celice se v takem primeru izognejo fazi apoptoze, ki poškodovane celice vodi v 
programirano celično smrt (Poljak in sod., 2014; Ventana ..., 2017). 
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Slika 2: Inaktivacija pRB zaradi vezave virusne beljakovine E7 in posledično prekomerno prepisovanje gena 
za p16 (CINtec ..., 2012) 
 
2.3 SIMPTOMI IN ZNAKI OBOLEVANJA ZA RAKOM 
 
Zgodnjih simptomov, ki bi opozarjali na rakave ali predrakave spremembe, ni. Simptomi na 
katere morajo biti ženske pozornejše, če ne izginejo, so (American ..., 2018; Onkološki ..., 
2018): 
 krvavitve ali rjav izcedek po spolnem odnosu ali med dvema menstruacijskima 
krvavitvama, 
 obdobje krvavitve med menstruacijo, ki je precej močnejše in daljše od običajnega 
obdobja menstruacije, 
 boleči spolni odnosi, 
 krvavitve v menopavzi, 
 dolgotrajen smrdeč izcedek iz nožnice,  
 dolgotrajne nepojasnjene bolečine v križu in/ali medenici (če niso odraz sprememb 
v hrbtenici), 
 boleče in pogostejše uriniranje ali krvav urin (če ni posledica vnetja mehurja). 
 
2.4 ODKRIVANJE IN PREPREČEVANJE RAZVOJA RAKA 
 
RMV je dobro poznana bolezen, ki jo s cepljenjem in organiziranimi presejalnimi programi 
lahko preprečimo. Okužbo s HPV in posledično RMV lahko preprečimo s cepljenjem deklic 
pred prvim spolnim odnosom (Ivanuš in Primic Žakelj, 2017), kar pa ni dovolj. S cepljenjem 
število obolelih le zmanjšamo, bolezni pa ne izkoreninimo. Zato so potrebni organizirani 
presejalni programi, s katerimi pravočasno odkrijemo predrakave spremembe in zmanjšamo 
obolevnost za RMV za 70–80 % (Onkološki ..., 2018).  
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2.4.1 Cepljenje proti HPV 
 
Cepljenje proti HPV se je v Sloveniji uveljavilo leta 2009, da bi preprečili obolevanje za 
RMV. Cepivo proti HPV je zelo učinkovito in varno. Omogoča tvorbo protiteles proti 
različnim genotipom HPV, kar je odvisno od uporabljenega cepiva. V svetu in tudi Sloveniji 
so na voljo tri cepiva: 
 dvovalentno cepivo za zaščito pred predrakavimi spremembami in rakom, ki jih 
povzročata HPV 16 in 18 (vsebuje virusom podobne delce HPV 16 in 18); 
 štirivalentno cepivo za zaščito pred predrakavimi spremembami in rakom, ki jih 
povzročata HPV 16 in 18, ter genitalnimi bradavicami (vsebuje virusom podobne 
delce HPV 6, 11, 16 in 18); 
 devetvalentno cepivo za zaščito pred predrakavimi spremembami in rakom, ki jih 
povzročajo HPV 16, 18, 31, 33, 45, 52 in 58, ter genitalnimi bradavicami (vsebuje 
virusom podobne delce HPV 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 in 58). 
 
Cepiva so profilaktična, kar pomeni, da RMV ne zdravijo, ampak ščitijo pred okužbo z 
določenimi visoko tveganimi HPV genotipi. Vsebujejo virusom podobne delce. Gre za 
prazne virusne kapside, ki so morfološko enake pravim virusom, le da ne vsebujejo 
genetskega materiala in so nekužne. Cepljenje sproži tvorbo nevtralizirajočih protiteles, ki 
ščitijo pred okužbo. Laboratorijske raziskave v svetu so dokazale, da s cepljenjem v 90 % 
preprečujejo trajne okužbe in v 98 % preprečujejo PIL-VS. Še vedno pa obstaja nekaj 
neodgovorjenih vprašanj, predvsem koliko časa bo trajala zaščita, ali bo potreben 
obnovitveni odmerek cepiva in kolikšna je raven protiteles, ki še omogoča učinkovito zaščito 
(Ivanuš in Primic Žakelj, 2017; Onkološki ..., 2018).  
 
Cepile naj bi se deklice okrog 12. leta starosti, ki še niso imele spolnih odnosov, saj se večina 
moških in žensk okuži s HPV med prvimi spolnimi odnosi. Priporočljivo je tudi cepljenje 
deklet in žensk, ki še niso spolno aktivne. Enako velja za moške. Za deklice do 12. leta 
starosti je cepljenje v Sloveniji brezplačno. S takšnim načinom dela naj bi zmanjšali 
prevalenco okužb s HPV, incidenco predrakavih sprememb in tudi zmanjšali število 
anogenitalnih bradavic, ki jih preprečujeta predvsem štiri- in devetvalentno cepivo (Ivanuš 
in Primic Žakelj, 2017). 
 
V Avstraliji, ki je prva uvedla cepljenje proti HPV, je precepljenost deklet že dosegla  
60–80 % pri vsaj 20 generacijah (Brotherton in sod., 2016). V program cepljenja so vključili 
tudi dečke okrog 12. leta starosti. Incidenca obolevanja za RMV se je tako pri mladih 
prepolovila. Anogenitalne bradavice se skoraj ne pojavljajo več. Avstralci so s tako visoko 
precepljenostjo deklet dosegli kolektivno imunost, kar pomeni, da se je pomembno 
zmanjšala pojavnost genitalnih bradavic tudi pri necepljenih moških in necepljenih 
dekletih/ženskah (Lew in sod., 2016; Ivanuš in Primic Žakelj, 2017).  
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Nobeno od cepiv ni stoodstotno, zato je še vedno potrebno presejanje za predrakave in 
rakave spremembe na materničnem vratu. V državah z dobro vodenimi in načrtovanimi 
presejalnimi programi na ravni cele države so v zadnjih 30 letih s citopatološkim pregledom 
BMV učinkovito zmanjšali obolevanje za RMV. Ker so številne metaanalize pokazale, da s 
testiranjem na visoko tvegane HPV odkrijemo več predrakavih sprememb visoke stopnje kot 
s citopatološkim pregledom BMV, se v zadnjem času priporoča presejanje s testom HPV 
(Roncho in sod., 2014; Lew in sod., 2016). V Evropskih smernicah za zagotavljanje 
kakovosti presejanja RMV (angl. European guidelines for quality assurance in cervical 
cancer screening) iz leta 2015 se zato državam Evropske skupnosti priporoča, da za 
presejanje RMV uporabljajo testiranje na visoko tvegane HPV, ki je učinkovitejše. Prednost 
testa HPV je, da je v primerjavi s citopatološkim pregledom BMV občutljivejši za odkrivanje 
predrakavih sprememb visoke stopnje in ima večjo negativno napovedno vrednost. Test 
HPV omogoča 60–70 % večjo zaščito pred RMV v primerjavi s citopatološkim pregledom 
BMV (Roncho in sod., 2014; Poljak in Oštrbenk, 2017).  
 
2.5 ORGANIZIRANI PRESEJALNI PROGRAMI 
  
Za preprečevanje predrakavih in rakavih sprememb na materničnem vratu se je v svetu 
razvila učinkovita politika, s katero vključujejo ženske v redne preventivne preglede. V 
Sloveniji na tem področju odlično deluje organiziran državni presejalni program za 
odkrivanje predrakavih sprememb in raka, imenovan ZORA, ki vključuje presejalne in 
triažne teste. 
 
2.5.1 Presejalni test 
 
V prvi vrsti lahko RMV preprečimo s presejalnimi testi, kot je citopatološki pregled BMV. 
Tako lahko preprečimo 70–80 % primerov RMV (Onkološki ..., 2018). V Sloveniji za 
presejanje uporabljamo konvencionalni BMV. Odvzem je povsem neboleč in preprost 
poseg, s katerim ginekolog pri pregledu pobriše celice z materničnega ustja. Odvzete celice 
nanese na objektno stekelce in jih fiksira za kasnejše barvanje in pregled v laboratoriju. 
Uporabljamo barvanje po Papanicolaou. Imenuje se po grškem zdravniku Georgeu 
Papanicolaouu, ki je začel pregledovati BMV za odkrivanje raka in razvil posebno barvanje, 
s katerim se dobro prikažejo atipične ploščate in tudi žlezne celice. Zato BMV imenujemo 
tudi test po Papanicolaou ali na kratko test PAP. Simptomi obolevanja za rakom se po navadi 
pokažejo šele, ko se ta že razvije. S presejalnimi testi lahko odkrijemo predrakave 
spremembe, jih pozdravimo in tako preprečimo razvoj raka (Strojan Fležar in Pogačnik, 
2017; Onkološki ..., 2018). 
 
Preparate BMV s svetlobnim mikroskopom pregledujejo presejalci in citopatologi. 
Presejalci najprej pregledajo vse preparate, označijo patološko spremenjene ploščate in 
žlezne celice ter jih opredelijo v skladu s klasifikacijo po Bethesdi. Izvid pregleda je lahko 
negativen ali patološki. Negativne izvide brisov delimo v dve skupini: normalni brisi in brisi 
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z neneoplastičnimi spremembami. V normalnem brisu so celice povsem nespremenjene, 
izvid v skladu s smernicami izda presejalec. V brisu z neneoplastičnimi spremembami pa so 
prisotne vnetne ali druge spremembe, ki niso nevarne za raka. Te preparate pregleda tudi 
citopatolog in izda končni izvid. Ženske z normalnim BMV ali neneoplastičnimi 
spremembami lahko vrnemo v normalno presejanje na tri leta. Izjemi sta le hiperkeratoza in 
parakeratoza, kjer je potrebna citološka kontrola čez eno leto (Strojan Fležar in Pogačnik, 
2017; Onkološki ..., 2018).  
 
Leta 2001 se je za citopatološko oceno BMV uveljavila klasifikacija po Bethesdi (Herbert 
in sod., 2007). Uporablja se v večini razvitih držav, tudi v Sloveniji. V preteklosti so se 
uporabljale tudi klasifikacija po Papanicolaou, klasifikacija po Richardsonu in klasifikacija 
po Reaganou. Vse so med seboj primerljive. 
 
Preglednica 1: Citološka klasifikacija predrakavih in rakavih sprememb po Papanicolaou, Bethesdi in 
Richardsonu. Z oranžno so pobarvane klasifikacije, ki predstavljajo predrakave ali rakave spremembe RMV 
(Herbert in sod., 2007) 
Klasifikacija po 
Papanicolaou 
Klasifikacija po Richardsonu Klasifikacija po Bethesdi 
I negativno 
 
normalen bris, neneoplastične spremembe 
II APC-N = atipične ploščate celice, 
neopredeljene 
sumljivo CIN 1 = cervikalna intraepitelijska 
lezija nizke stopnje 
PIL-NS = ploščatocelična intraepitelijska 
lezija nizke stopnje 
III CIN 2 = cervikalna intraepitelijska 
lezija visoke stopnje 
APC-VS = atipične ploščate celice, visoke 
stopnje; PIL-VS = ploščatocelična 
intraepitelijska lezija visoke stopnje IV pozitivno CIN 3 = cervikalna intraepitelijska 
lezija visoke stopnje 
V 
invazivni karcinom invazivni karcinom 
 
Legenda: I, II, III, IV, V ... stopnja spremembe, CIN 1 … cervikalna intraepitelijska neoplazija nizke stopnje, 
CIN 2 … cervikalna intraepitelijska neoplazija visoke stopnje, CIN 3 … cervikalna intraepitelijska neoplazija 
visoke stopnje, APC-N … atipične ploščate celice, neopredeljene, PIL-NS … ploščatocelična intraepitelijska 
lezija nizke stopnje, APC-VS … atipične ploščate celice, visoke stopnje, PIL-VS … ploščatocelična 
intraepitelijska lezija visoke stopnje. 
 
Okoli 5 % žensk ima izvid BMV patološki, od tega ima 4 % žensk blage in 1 % hude 
spremembe. Med patološke izvide nizke stopnje, v katere sodijo ženske z blagimi celičnimi 
spremembami, sodijo: 
 atipične ploščate celice, neopredeljene (APC-N), 
 ploščatocelična intraepitelijska lezija nizke stopnje (PIL-NS) in 
 atipične žlezne celice, neopredeljene (AŽC-N). 
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APC-N in PIL-NS so blage celične spremembe, pri katerih sta potrebna ponovni pregled čez 
šest mesecev in triažni test za visoko tvegane HPV. AŽC-N je izjemno redek patološki izvid, 
kjer gre po navadi za blage žlezne celične spremembe, vendar je izvid brisa v tem primeru 
manj zanesljiv in je zato treba opraviti triažni test za visoko tvegane HPV (Ronco in sod., 
2015; Kloboves Prevodnik, 2017; Onkološki ..., 2018). 
 
Med patološke izvide visoke stopnje s hujšimi celičnimi spremembami sodijo: 
 atipične ploščate celice, pri katerih ni možno izključiti PIL visoke stopnje (APC-VS), 
 ploščatocelična intraepitelijska lezija visoke stopnje (PIL-VS) in 
 atipične žlezne celice, verjetno neoplastične (AŽC-VN). 
 
V primeru APC-VS in PIL-VS se priporoča kolposkopija, po potrebi biopsija in zdravljenje. 
Izvid AŽC-VN je precej redkejši od prejšnjih dveh, vendar gre po vsej verjetnosti za žlezne 
celične spremembe visoke stopnje. Zato se pri ženskah, starejših od 35 let, priporočata 
kolposkopija in abrazija materničnega kanala, pri ženskah, mlajših od 35 let, pa triažni test 
HPV. Če je izvid testa negativen, je treba žensko čez šest mesecev napotiti na kontrolni 
BMV za citologijo in test HPV. Če je triažni test pozitiven, se žensko napoti v referenčni 
center za kolposkopijo in LLETZ (ekscizijska biopsija ali angl. Large Loop Exscision of the 
Transformation Zone) (Uršič Vrščaj in sod., 2011; Strojan Fležar in Pogačnik, 2017; 
Onkološki ..., 2018). 
 
2.5.2 Triažni test HPV 
 
Triažni test HPV opravi ginekolog pri točno določenih indikacijah: pri ženskah s patološkimi 
izvidi nizke stopnje (APC-N, PIL-NS), ženskah, starih nad 35 let (AŽC-N), po negativni 
abraziji cervikalnega kanala, kadar je histološka diagnoza PIL-NS (cervikalna 
intraepitelijska neoplazija nizke stopnje ali CIN1) ali po zdravljenju predrakavih sprememb 
visoke stopnje z diagnozo PIL-VS (cervikalna intraepitelijska neoplazija visoke stopnje ali 
CIN2/CIN3). Postopek odvzem brisa za triažni test je zelo podoben postopku za citološki 
pregled. Enako kot pri BMV, ki ga odvzamemo za citopatološko preiskavo, se s krtačko 
pobriše celice na materničnem ustju. Krtačko s celicami vstavimo v transportni medij in jo 
pošljemo na testiranje v laboratorij. Triažni test HPV omogoča odkrivanje okužb z visoko 
tveganimi HPV, predvsem tistih, ki povzročajo predrakave in rakave spremembe na 
materničnem vratu. Glavni predstavniki visoko tveganih HPV so HPV 16, 18, 31, 33, 39, 
45, 52, 58 in 69 (Onkološki ..., 2018; American ..., 2018). 
 
Če je rezultat testa negativen, pomeni, da ima ženska majhno tveganje za raka, čeprav je bila 
ocena BMV patološka. Žensko se tako lahko vrne v organiziran presejalni program na tri 
leta. Pozitiven rezultat triažnega testa nam pove, da ima ženska prisotne visoko tvegane 
genotipe HPV in ima veliko tveganje za RMV. Zato je potrebna dodatna diagnostika. 
Pozitiven test še ne pomeni, da ima ženska predrakave in rakave spremembe. S HPV se vsaj 
enkrat v življenju okužijo vse spolno aktivne ženske in moški. Pozitiven izvid triažnega testa 
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HPV nam pove, da je ženska okužena z visoko tveganimi genotipi, vendar ne prepozna, 
koliko časa okužba že traja, in ne loči, ali bo okužba izzvenela spontano ali bo vztrajala. Kot 
posledica okužb, ki vztrajajo več let, se razvijejo predrakave in rakave spremembe na 
materničnem vratu. Lahko se zgodi, da je okužba latentna (neaktivna, speča) več let in se 
nato pojavi kasneje v življenju ter povzroči nastanek predrakavih in rakavih sprememb. Test 
HPV je treba uporabljati premišljeno, saj lahko povzroči nezaupanje žensk (Poljak in 
Oštrbenk, 2017; American ..., 2018; Onkološki ..., 2018). 
 
2.5.3 Kolposkopija 
 
Kolposkopijo napravimo v skladu s smernicami za celostno obravnavo žensk s predrakavimi 
spremembami na materničnem vratu (Uršič Vrščaj in sod., 2011). Ginekolog s kolposkopom 
pregleda maternični vrat. Kolposkop je posebna naprava, ki je podobna mikroskopu in 
ostane izven nožnice. Omogoča preprost in jasen pregled materničnega vratu in nožnice. 
Med kolposkopijo lahko ginekolog opravi tudi biopsijo materničnega vratu ali abrazijo 
materničnega kanala (Onkološki ..., 2018).  
 
2.5.4 Biopsija 
 
Če pri kolposkopiji ginekolog na materničnem vratu opazi spremembe, sumljive za 
predrakave spremembe in raka, odvzame del tkiva za histološki pregled (Onkološki ..., 
2018). Če je ta v mejah normale oziroma brez CIN, se po enem letu opravi test HPV. Če je 
test negativen, se žensko vrne v redni presejalni program. Kadar je histološki izvid patološki 
(CIN2/CIN3), je naslednji ukrep ekscizijska biopsija, poimenovana s kratico LLETZ, ali 
konizacija s skalpelom (Uršič Vrščaj in sod., 2011). Za kakšno patološko spremembo na 
materničnem vratu gre, opredelijo patologi z mikroskopskim pregledom tkiva, v zapletenih 
primerih pa so potrebna tudi dodatna imunohistokemična barvanja, kot sta p16 in Ki-67. Za 
poimenovanje patoloških sprememb uporabljajo klasifikacijo Svetovne zdravstvene 
organizacije, ki je bila objavljena leta 2014. V tej klasifikaciji so predrakave spremembe 
poimenovali ploščatocelična intraepitelijska lezija (PIL) in jih razdelili v spremembe nizke 
(PIL-NS) in visoke stopnje (PIL-VS). Ker v skladu s klasifikacijo po Bethesdi predrakave 
spremembe poimenujemo s PIL tudi citopatologi, se v histologiji ponekod še vedno 
uporablja stara klasifikacija (CIN), da ne bi prihajalo do zmede in napačne interpretacije 
izvidov. Ločimo tri stopnje CIN: CIN1, kamor spadajo predrakave spremembe nizke stopnje 
(PIL-NS), ter CIN 2 in CIN3, kamor spadajo predrakave spremembe visoke stopnje (PIL-
VS) (Onkološki ..., 2018).  
 
2.6 SPREMEMBA PRESEJALNE POLITIKE  
 
Dolgotrajna okužba z visoko tveganimi HPV je nujen, vendar ne zadosten dejavnik za razvoj 
raka. To spoznanje je spodbudilo razvoj novih in zanesljivejših tehnologij za preprečevanje 
in odkrivanje okužb s HPV. Leta 2003 smo Sloveniji začeli organizirano presejanje RMV v 
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okviru državnega programa ZORA, 2009 smo umestili cepljenje proti HPV v nacionalni 
program cepljenja in leta 2011 začeli uporabljati test HPV za triažo žensk s predrakavimi 
spremembami nizke stopnje ter spremljanje žensk po zdravljenju predrakavih sprememb. Da 
bi slovenski državni program sledil sodobnim smernicam ter ženskam zagotavljal najboljšo 
možno zaščito pred razvojem predrakavih sprememb in RMV, si prizadevamo spremeniti 
presejalno politiko, ki bi bila v skladu z novimi spoznanji in priporočili (Kloboves 
Prevodnik, 2017).  
 
Številne raziskave so pokazale, da s testom HPV odkrijemo več predrakavih sprememb in 
raka kot s citopatološkim pregledom BMV (Ronco in sod., 2014). Zato številne evropske 
države pripravljajo spremembe na področju presejanja RMV. Presejanje s citologijo bodo 
zamenjali s testom HPV. Slabost slednjega je njegova slaba specifičnost, saj ne loči med 
prehodnimi okužbami, ki spontano izzvenijo, in kroničnimi okužbami, ki lahko napredujejo 
v predrakave spremembe in RMV. Zato je ženske s pozitivnim testom HPV treba dodatno 
testirati, da preprečimo nepotrebne napotitve na kolposkopijo, ki predstavljajo nepotrebno 
obremenitev za ženske in zdravstvo. V primarnem HPV presejanju se za triažo najpogosteje 
uporablja citologija, veliko pa si obetamo tudi od drugih molekularnih in imunocitokemičnih 
testov, ki imajo boljšo specifičnost in nekateri tudi občutljivost kot citologija (Ikenberg in 
sod., 2013). Dvojno p16/Ki-67 ICK barvanje je eden izmed obetajočih triažnih testov, ki bi 
ga za določene ženske lahko uporabili v primarnem HPV presejanju (Kloboves Prevodnik, 
2017).  
 
2.7 TEST P16/KI-67 
 
Beljakovini p16 in Ki-67 sta biološka označevalca, ki se v histologiji in citopatologiji 
uporabljata že dlje in sta obenem pomembna v regulaciji celičnega ciklusa, kjer ima vsak 
svojo funkcijo. V celicah s predrakavimi in rakavimi spremembami pride so kopičenja 
beljakovin p16 in Ki-67 zaradi sprememb v regulaciji celičnega ciklusa, ki jih povzroči 
okužba z visoko tveganimi HPV. S posameznimi ICK barvanji lahko ti dve beljakovini 
dokažemo in tako lažje odkrijemo predrakave ali rakave spremembe (Pogačnik in sod., 2014; 
Kloboves Prevodnik, 2017). 
 
2.7.1 Vloga beljakovine p16 v regulaciji celičnega ciklusa v neneoplastičnih celicah 
materničnega vratu  
 
V neneoplastičnih celicah ima beljakovina p16 ključno vlogo pri preprečevanju 
nenadzorovane celične delitve (proliferacije) in omogoča celicam po mitozi preiti v fazo 
mirovanja (G0). V neoplastičnih celicah, ki so nastale zaradi dolgotrajne okužbe z 
onkogenimi HPV, je faza G0 izključena iz celičnega cikla. Kontrolni mehanizem celične 
delitve, katerega pomemben del je p16, ne deluje, zato se p16 prekomerno prepisuje in kopiči 
v citoplazmi. 
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Celični mehanizmi, kot so celična diferenciacija, celična rast, staranje in apoptoza, se 
uravnavajo v fazi G1 celičnega cikla. V njej delujejo kontrolni mehanizmi, ki nadzirajo 
delitev celice in so odgovorni za začetek podvajanja DNK. Beljakovine, ki sodelujejo v tem 
procesu kontrole, so različne od ciklina odvisne kinaze (CDK). En del CDK sodeluje tudi z 
beljakovino p16, ki je njihov inhibitor. To sta od ciklina odvisni kinaza 4 (CDK4) in kinaza 
6 (CDK6). Če neneoplastične celice zaznajo napako v celičnem ciklu, ga želijo ustaviti in 
začnejo pošiljati signale za začetek prepisovanja beljakovine p16 ter z njim inhibirajo 
nastanek kompleksa iz beljakovin CDK in ciklin D1, ki je ključen za prehod celice iz G1 v 
fazo S in nadaljevanje cikla. Kompleks CDK – ciklin D1 ne nastane, posledično ne pride do 
fosforilacije retinoblastomske beljakovine (pRB) z E2F beljakovino. V tem primeru se 
celični cikel ustavi in celica preide v fazo G0, kjer se vklopijo popravljalni mehanizmi (Rene 
Leemans in sod., 2010; Poljak in sod., 2014; Ventana ..., 2017).  
 
 
Slika 3: Vloga p16 v uravnavanju celičnega ciklusa (Peurala in sod., 2013) 
 
V neoplastičnih celicah, ki so okužene s HPV, se virusna beljakovina E7 veže na pRB in 
izpodrine beljakovino E2F. Posledično se pRB fosforilira in celični cikel se nadaljuje v fazo 
S. Popravljalni mehanizmi za popravilo napak v DNK se zato ne morejo vklopiti, podvaja 
se poškodovana DNK. Za preprečitev tega se zaradi proste beljakovine E2F in drugih 
signalov, ki jih celica pošilja v jedro, začne prepisovati p16 tumor supresorski gen, ki ima 
pomembno vlogo pri preprečevanju delitve celic z okvarjeno DNK. P16 se kopiči v 
citoplazmi celic, vendar celične delitve zaradi virusnih beljakovin ne more preprečiti 
(Ventana ..., 2017). 
 
Beljakovina p16 sodeluje tudi pri aktivaciji signalne poti p53, ki ima približno enako vlogo 
kot pRB. P53 se v celici tvori, ko ta pošlje signale za popravljanje napak v DNK zaporedju. 
Eden izmed teh signalov je tudi beljakovina p16. Če so napake nepopravljive, p53 sproži 
proces apoptoze (Poljak in sod., 2014; Suh in sod., 2014).  
 
Neoplastične celice, okužene s HPV, imajo signalno pot p53 blokirano zaradi virusne 
beljakovine E6. Ta povzroči razgradnjo p53, zaradi česar celica ne more popravljati 
Zunajcelični signali 
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okvarjene DNK. Podvajanje okvarjene DNK vodi do kopičenja napak v genomu celice in 
posledično nastanka RMV (Poljak in sod., 2014; Suh in sod., 2014). 
 
 
Slika 4: Mehanizem uravnavanja celičnega ciklusa v neoplastičnih celicah, okuženih s HPV (Suh in sod., 2014) 
 
2.7.2 Vloga beljakovine Ki-67 v neneoplastičnih in neoplastičnih celicah na 
materničnem vratu  
 
Ki-67 je celična beljakovina, ki je ključna za proliferacijo celic in jo lahko najdemo v jedrih 
neneoplastičnih in neoplastičnih celic. Prisotna je v vseh aktivnih fazah celičnega ciklusa 
G1, S, G2 in M. Mirujoče neneoplastične celice oziroma celice G0 beljakovine nimajo 
izražene. Intenzivnost izražanja beljakovine z vsako naslednjo fazo celičnega cikla narašča 
in je največja v mitozi (M). Za enkrat še ni znano, v kateri fazi celičnega ciklusa ima Ki-67 
najpomembnejšo vlogo, saj ima prekratko dobo izražanja, da bi to lahko raziskali. Njegova 
funkcija med proliferacijo zato še ni popolnoma jasna (Ancuta in sod., 2009; Ventana ..., 
2017). 
 
2.7.3 Beljakovini p16 in Ki-67 kot biomarkerja za odkrivanje predrakavih in 
rakavih sprememb na materničnem vratu  
 
V normalnih in zdravih celicah se beljakovini p16 in Ki-67 praviloma ne izražata hkrati, 
ampak kot preklapljanje med fazami celičnega ciklusa. Hkratno izražanje obeh beljakovin 
pomeni deregulacijo celičnega ciklusa, kar je posledica dolgotrajne okužbe s HPV. Z njima 
lahko tako zaznamo celice s predrakavimi spremembami in rakave celice materničnega 
vratu. Kot pomembna biomarkerja se v diagnostiki raka uporabljata že dlje. Beljakovina p16 
se z nenadzorovano celično delitvijo transformiranih celic prekomerno kopiči, vendar zaradi 
okužbe s HPV nima vpliva na uravnavanje celične delitve. Ki-67 pa je beljakovina, ki jo 
najdemo v jedrih vseh proliferajočih celic, tako normalnih kot rakavih (CINtec ..., 2012). 
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Hkratno izražanje p16 in Ki-67 je značilno le za transformirane celice. Raziskovalci so zato 
razvili nov test (CINtec PLUS ICK test), s katerim lahko zanesljivo ločimo normalne celice 
od celic s predrakavimi in rakavimi spremembami. Test je primeren tudi za odkrivanje 
drugih neoplastičnih sprememb, ki so povezane z okužbo s HPV, kot je rak grla (Rene 
Leemans in sod., 2010). Gre za ICK test, kjer se zaradi vezave specifičnih monoklonalnih 
zajčjih protiteles proti Ki-67 in specifičnih monoklonalnih mišjih protiteles proti p16 jedro 
celice obarva rdeče, citoplazma pa rjavo. Po definiciji je test pozitiven, kadar se jedro v 
celicah obarva rdeče, citoplazma pa rjavo (slika 5). Test je negativen, če celica vsebuje le 
rdeče ali le rjavo obarvanje ali pa sploh ni obarvana. Za pozitiven test je dovolj samo ena 
pravilno obarvana celica z rdečim jedrom in rjavo citoplazmo. Morfološka ocena pri p16/Ki-
67 ICK testu za interpretacijo rezultatov ni potrebna, zato ga je preprosto interpretirati in 
ima tudi dobro ponovljivost rezultatov. Številne raziskave so pokazale, da je nekoliko manj 
občutljiv kot test za visoko tvegane HPV, vendar ima veliko večjo specifičnost. Evropske 
smernice za zagotavljanje kakovosti presejalnih programov za odkrivanje RMV testiranja s 
p16/Ki-67 trenutno še ne priporočajo (CINtec ..., 2012, Pogačnik in sod., 2014). 
 
 
Slika 5: Pozitivna celica p16/Ki-67 ICK barvanja. Jedro celice je obarvano rdeče, citoplazma pa rjavo (CINtec 
..., 2012) 
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Slika 6: Negativna celica p16/Ki-67 ICK barvanja. Citoplazma in jedra celic so obarvani rjavo (CINtec ..., 
2012) 
 
2.7.4 Možnosti uporabe testa p16/Ki-67  
 
Po dosedanjih rezultatih različnih raziskav naj bi se test p16/Ki-67 uporabljal kot triažni test 
za ženske s citopatološko oceno APC-N ali PIL-NS in kot triažni test za HPV pozitivne 
ženske. Multicentrična evropska raziskava PALMS pa je pokazala, da bi bil test p16/Ki-67 
idealen test za presejanje BMV pri mlajših ženskah, kjer testiranje za visoko tvegane HPV 
ne daje dobrih rezultatov zaradi številnih prehodnih okužb s HPV (Ikenberg in sod., 2013; 
Kloboves Prevodnik, 2017).  
 
Smernic za umestitev testa v presejalne programe za odkrivanje RMV za enkrat še ni, saj do 
zdaj objavljene raziskave ne zadoščajo kriterijem, da bi test lahko uporabljali v rednih 
presejalnih programih. Potrebne so še strogo načrtovane raziskave, ki bi pokazale, ali je test 
p16/Ki-67 res boljši od testa za visoko tvegane HPV (Kloboves Prevodnik, 2017). 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 ŠTUDIJSKA POPULACIJA 
 
V raziskavo smo vključili 501 žensko iz raziskave »Pilotna raziskava sprejemljivosti in 
kakovosti samoodvzema vaginalnega vzorca za test HPV pri neodzivnicah v državnem 
programu za raka na materničnem vratu DP ZORA (L3-5512)«, pri katerih je ginekolog pred 
kolposkopijo odvzel BMV in naredil dva razmaza, enega za citopatološko oceno in drugega 
za p16/Ki-67 ICK barvanje. Pri ženskah, vključenih v raziskavo, so opravili kolposkopijo v 
skladu s smernicami za celostno obravnavo žensk s predrakavimi spremembami na 
materničnem vratu (Onkološki ..., 2011) ali zaradi pozitivnega testa HPV, ki so ga kot 
neodzivnice opravile doma same. Kolposkopijo so opravile v Splošni bolnišnici (SB) Celje 
ali v Univerzitetnem kliničnem centru (UKC) Maribor med aprilom in avgustom 2014. Če 
je bil izvid kolposkopije patološki, sta bila narejena biopsija in histološki pregled. Poleg tega 
smo iz baze podatkov ZORA za vse ženske pridobili podatke o rezultatih BMV za obdobje 
enega leta po opravljeni kolposkopiji.  
 
V raziskavi L3-5512 so vse preparate s p16/Ki-67 ICK barvanjem ocenili presejalci in 
citopatologi iz treh slovenskih citopatoloških laboratorijev, ki pregledujejo BMV za potrebe 
DP ZORA: Oddelek za patologijo in citologijo SB Celje, Oddelek za patologijo UKC 
Maribor in Oddelek za citopatologijo OIL. V naši raziskavi smo rezultate ocen oddelka za 
citopatologijo OIL uporabili za referenco. 
  
Vse ženske so ob vstopu v raziskavo podpisale privolitev za sodelovanje v njej. Odobrila jo 
je Etična komisija Republike Slovenije (št. 155/03/13 136/04/14 in 0120-197/2018). 
 
3.2 ZASNOVA RAZISKAVE 
 
Dva učenca (študent molekulske in funkcionalne biologije (učenec 1) ter učenec s končano 
medicinsko fakulteto (učenec2)) in starejši presejalec učitelj so pregledali 501 vzorec BMV 
žensk, ki so sodelovale v raziskavi L3-5512, z dvojnim p16/Ki-67 ICK barvanjem.  
 
Naša raziskava je bila predklinična in je imela dva dela. V začetnem ocenjevanju sta se 
učenca usposabljala za ocenjevanje p16/Ki-67 dvojnega ICK barvanja, v dodatnem 
ocenjevanju pa smo preverjali, ali sta za ocenjevanje testa usposobljena. 
 
Pred začetkom prvega dela raziskave sta imela učenca kratko začetno izobraževanje. 
Presejalec učitelj je učenca najprej naučil pregledovati preparate BMV, ki so bili pobarvani 
po Papanicolaou s svetlobnim mikroskopom, in jima razložil morfološke značilnosti 
normalnih celic, ki jih v BMV vidimo s svetlobnim mikroskopom. Nato ju je s pomočjo 
Atlasa CINTec PLUS in pregledovanjem učnih zbirk preparatov naučil ocenjevati dvojno 
p16/Ki-67 ICK barvanje. Po končanem začetnem izobraževanju sta učenca ocenila 118 
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preparatov z dvojnim p16/Ki-67 ICK barvanjem. Med ocenjevanjem se s presejalcem 
učiteljem ali citopatologom nista mogla posvetovati. V preparatih sta morala označiti 
najmanj pet celic ali skupin s pozitivnim (rdeča oznaka) ali suspektnim rezultatom (zelena 
oznaka) dvojnega p16/ Ki-67 ICK barvanja ter oceniti rezultat barvanja po protokolu tako 
kot v študiji L3-5512 (rezultat testa (pozitivno, suspektno, negativno, neuporabno), število 
pozitivnih celic ali skupin (od 0 do ≥5), intenzivnost reakcije (šibka, primerna), ozadje (ni 
prisotno, je prisotno), kontrastiranje (primerno, ni primerno) in morfologijo (primerno, 
neprimerno)). Rezultate sta vpisala v obrazec za oceno p16/Ki-67 dvojnega ICK barvanja 
(slika 7). Označene preparate je nato v celoti pogledal še presejalec učitelj, jih dodatno 
označil (črna oznaka) in ocenil po protokolu (ocena presejalca učitelja). Preparate, ki jih ni 
znal oceniti, je pogledal še citopatolog (skupna ocena). Ko sta učenca pregledala 118 
preparatov, je presejalec učitelj tiste, pri katerih se ocena učenca ni skladala s skupno oceno, 
prediskutiral z učencem na dvoglavem diskusijskem mikroskopu, ga opozoril na napake, ki 
jih je naredil pri ocenjevanju, in utrjeval kriterije za oceno dvojnega p16/Ki-67 ICK 
barvanja. Pregledovanje preparatov z neskladnimi ocenami na dvoglavem diskusijskem 
mikroskopu smo šteli za dodatno izobraževanje pred ocenjevanjem preparatov v drugem 
delu naloge.  
 
Po začetnem ocenjevanju smo pridobili štiri ocene (obrazec za ocenjevanje):  
1. učenec 1 (U1), 
2. učenec 2 (U2), 
3. starejši presejalec za učencem 1 (SP (U1)), 
4. starejši presejalec za učencem 2 (SP (U2)). 
 
Rezultate prvega dela naloge smo primerjali z rezultati iz študije L3-5512. To so bile ocene 
za 118 preparatov, ki so bile pridobljene na konsenzu, kjer so sodelovali citopatologi OIL. 
V naši raziskavi smo jih imenovali referenca. 
 
Po dodatnem izobraževanju sta učenca v drugem delu raziskave ocenila še 383 preparatov, 
vendar sta tiste, ki jih nista znala oceniti, lahko sproti prediskutirala s presejalcem učiteljem. 
Preparate, o katerih tudi presejalec ni bil prepričan, je pregledal še citopatolog. Preparat, pri 
katerem sta se učenca odločila za suspektno, je starejši presejalec ali patolog korigiral v 
pozitivno ali negativno oceno.  
 
Tudi po dodatnem ocenjevanju smo pridobili štiri ocene: 
1. učenec 1 (U1), 
2. učenec 2 (U2), 
3. starejši presejalec za učencem 1 (SP (U1)), 
4. starejši presejalec za učencem 2 (SP (U2)). 
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3.3 DVOJNO IMUNOCITOKEMIČNO BARVANJE P16/KI-67 
 
Barvanje je potekalo samodejno v napravi Benchmark XT (Ventana) s komercialnim kitom 
farmacevtske družbe Roche. Poskrbeti smo morali le za začetni postopek, da so bili preparati 
ustrezno pripravljeni in vstavljeni v barvalec, ter za končni postopek, ko je bil preparat že 
pobarvan in smo ga ustrezno pokrili ter pripravili za pregledovanje pod mikroskopom. 
 
3.3.1 Kemikalije in uporabljeni reagenti 
 
Uporabili smo naslednje kemikalije in reagente: 
 citološki komercialni kit CINtec PLUS farmacevtske družbe Roche, 
 »Bulk« reagenti, ki jih je barvalec porabil v postopku barvanja p16/Ki-67, 
 medij za ohranjanje tkiv CC/MountTM, 
 ksilen, 
 detergent, 
 destilirana voda, 
 pokrovno sredstvo na osnovi ksilena. 
 
Preglednica 2: Sestavine komercialnega citološkega kita CINtec PLUS (Roche) 
Sestavine citološkega kita CINtec PLUS Količina (ml) 
CINtec Plus koktejl primarnih protiteles (<5 µg/ml vseh protiteles) 10 
CINtec Plus Red Anti-Rabbit NP Linker (<10 µg/ml) 10 
CINtec Plus Red AP Multimer (<20 µg/ml) 10 
CINtec Plus Red naftolni fosfat (<1 %) 10 
CINtec Plus Fast Red (<1 %) 10 
CINtec Plus DAB (dietilaminobenzen) inhibitor peroksidaze (<5 %) 10 
CINtec Plus DAB Anti-Mouse HQ Linker (<40 µg/ml) 10 
CINtec Plus DAB (<1 %) 10 
CINtec Plus DAB H2O2 (<1 %) 10 
 
Legenda: AP ... alkalna fosfataza, DAB ... dietilaminobenzen, H2O2 ... vodikov peroksid. 
 
3.3.2 Aparature in laboratorijski pribor 
 
Uporabili smo naslednje aparature in laboratorijski pribor: 
 Benchmark XT (Ventana Medical Systems, Inc. Tuscon, Arizona ZDA), 
 avtomatske pipete in nastavki (Eppendorf, Hamburg, Nemčija), 
 računalniški program Ventana Medical Systems – Benchmark IHC/ISH staining 
module (Ventana Medical Systems, Inc. Tuscon, Arizona ZDA), 
 hladilnik za shranjevanje detekcijskega kita, 
24 
Rozina H. Protokol usposabljanja laboratorijskih delavcev za ocenjevanje … materničnega vratu. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019 
 
 objektna stekla s peskanim predelom, 
 krovna stekla, 
 Pasteurjeva pipeta, 
 nalepke s črtnimi kodami. 
 
3.3.3 Postopek barvanja 
 
Razmazi BMV na objektnem steklu za dvojno p16 /Ki-67 ICK barvanje, ki smo jih prejeli 
od ginekologov, so že bili fiksirani s fiksativom v razpršilu Merckofix (MERCK). V skladu 
z navodili proizvajalca smo na Oddelku za citopatologijo OIL napravili samodejno dvojno 
p16/Ki-67 ICK barvanje s citološkim kitom CINtec PLUS (Roche) na aparatu Benchmark 
XT (Ventana). Omenjeni kit vsebuje mišja monoklonalna protitelesa (klona E6H4), ki se 
neposredno vežejo na beljakovino p16, in zajčja monoklonalna protitelesa (klona 274-11 
AC3), ki se vežejo na beljakovino Ki-67 (CINtec ..., 2012). Z Meckofixom popršene 
preparate smo v barvalec vstavili suhe. Po končanem barvanju smo jih izpirali na sobni 
temperaturi pod vodovodno vodo in z blagim detergentom, nato smo jih inkubirali v 
destilirani vodi 1 min. Pokrivanje preparatov je potekalo dvostopenjsko. Najprej smo 8 
kapljic medija CC/MountTM za tkivne tekočine enakomerno porazdelili po preparatu z 
nagibanjem objektnega stekla. Preparate smo horizontalno namestili na ravno podlago in jih 
čez noč pustili na sobni temperaturi, 1 uro na 60 C ali 4 ure na 37 C. Nato smo jih inkubirali 
v ksilenu 1 uro in 20 min ter na koncu pokrili s pokrovnim sredstvom na osnovi ksilena in 
nanje nalepili nalepke s črtnimi kodami. 
 
3.4 PROTOKOL OCENJEVANJA PREPARATOV 
 
3.4.1 Pravila ocenjevanja 
 
Najprej smo ocenili, ali je p16 in Ki-67 ICK barvanje v celici ali celični skupini pozitivno, 
negativno ali suspektno. Pri ocenjevanju reakcije smo upoštevali naslednja pravila. 
 
Pozitivna celica: 
 jedro celice se obarva rdeče, citoplazma rjavo (šibka ali primerna intenzivnost 
barvanja). 
 
Negativna celica: 
 jedro celice se obarva rdeče, citoplazma je neobarvana, 
 citoplazma se obarva rjavo, jedro celice ni obarvano ali se obarva rjavo, 
 jedro in citoplazma celice sta neobarvana. 
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Suspektna celica: 
 citoplazma celice se komaj vidno obarva rjavo (zelo šibka intenzivnost barvanja), 
jedro je rdeče, 
 jedro celice se komaj vidno obarva rdeče (zelo šibka intenzivnost barvanja), 
citoplazma je rjava. 
 
Pozitivna celična skupina, kjer za ocenjevanje celičnih skupin veljajo posebna pravila: 
 reakcija je pozitivna, če na robu celičnih skupin najdemo celice z rdeče obarvanim 
jedrom in rjavo obarvano citoplazmo. Če takih celic na robu skupine ne najdemo, 
gremo na točko 2; 
 barvanje na celičnih skupinah p16 je lahko difuzno ali fokalno: 
o če je barvanje fokalno, je reakcija negativna, če je difuzno, gremo na točko 3; 
 barvanje na p16 je lahko specifično ali nespecifično: 
o če je nespecifično (mukus, nespecifično barvanje ozadja), je reakcija negativna, 
če je specifično, gremo na točko 4; 
 barvanje na Ki-67 je lahko v nivoju citoplazme, nad ali pod njim (zavrti mikrometrski 
vijak mikroskopa!): 
o če so rdeče obarvana jedra celic pod ali nad nivojem citoplazme, je reakcija 
negativna; če so rdeče obarvana jedra v istem nivoju kot citoplazma, je reakcija 
pozitivna. 
 
Ocenjevali smo tudi število pozitivnih ali suspektnih celic/skupin, intenzivnost ICK reakcije, 
ozadje, kontrastiranje, morfologijo in prisotnost posameznih obarvanih celic ali skupin (slika 
6). Pri ocenjevanju smo upoštevali naslednja navodila. 
 
Število pozitivnih celic/skupin: 
 označili in prešteli smo do pet pozitivnih celic ali skupin. 
 
Število suspektnih celic/skupin: 
 če v BMV ni bilo pozitivnih celic ali skupin, smo označili in prešteli do pet pozitivnih 
celic ali skupin. 
 
Intenzivnost ICK reakcije: 
 ocenjevali smo jo v vsakem preparatu, in sicer na pozitivnih, negativnih in suspektnih 
celicah;  
 reakcijo smo ocenili kot zelo šibko, šibko, primerno ali negativno (ni obarvanih 
celic): 
o zelo šibka (citoplazma celice se komaj vidno obarva rjavo, jedro celice se komaj 
vidno obarva rdeče), 
o šibka (citoplazma celice se obarva nežno rjavo, jedro celice se obarva nežno 
rdeče), 
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o primerna (citoplazma celice se obarva rjavo, jedro rdeče), 
o ni obarvanih celic (citoplazma in jedra se niso obarvala). 
 
Ozadje: 
 NE (mukus, nekroza, nevtrofilni granulociti, bakterije …, ki se obarvajo rdeče ali 
rjavo in ne vplivajo na oceno barvanja), 
 DA (mukus, nekroza, citoplazma in jedra ploščatih in žleznih celic, nevtrofilni 
granulociti, bakterije …, ki se obarvajo rdeče ali rjavo in vplivajo na oceno barvanja). 
 
Kontrastiranje: 
 primerno (jedra in citoplazma negativnih celic so pobarvani modro v različnih 
odtenkih), 
 ni primerno (jedra in citoplazma negativnih celic niso obarvani ali so obarvani tako 
bledo, da težko ocenjujemo morfološke značilnosti celic ali sploh ne moremo oceniti, 
za katero vrsto celic gre). 
 
Morfologija: 
 primerna (na pozitivnih in negativnih celicah ter skupinah so jedrne in citoplazemske 
značilnosti celic jasno vidne), 
 ni primerna (na pozitivnih in negativnih celicah ter skupinah jedrne in citoplazemske 
značilnosti celic niso jasno vidne, so zabrisane). 
 
Posamezne celice in/ali skupine: 
 posamezne celice in skupine (pozitivna reakcija je tako v posameznih celicah kot v 
skupinah), 
 skupine (pozitivna reakcija je le v skupinah), 
 posamezne celice (pozitivna reakcija je le v posameznih celicah), 
 ni določeno (če je rezultat ICK barvanja negativen ali nekonkluziven). 
 
Rezultat dvojnega p16/Ki-67 ICK barvanja je bil:  
 pozitiven (v BMV najdemo vsaj eno samo pozitivno celico ali skupino), 
 negativen (v BMV najdemo le negativne celice ali skupine), 
 suspekten (v BMV najdemo suspektne in negativne celice ali skupine; to kategorijo 
uporabljamo le izjemoma, ko se ne moremo odločiti, ali je test pozitiven ali 
negativen), 
 nekonkluziven (neuspelo barvanje – eno od barvanj p16 ali Ki-67 ni uspelo, zaradi 
ozadja reakcije ni možno oceniti (mukus, nekroza, nevtrofilci)). 
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Datum odvzema: __________________________ 
Datum barvanja: __________________________ 
 
 
Ocena imunocitokemičnega (ICK) barvanja p16/Ki67 
 
Material:   □ razmaz   □ citospin 
Odvzem materiala:   □ SB CE  □ UKC MB 
Ocena ICK barvanja p16/Ki67: □ SB CE  □ UKC MB ■ OIL 
 
 Rezultat ICK barvanja 
p16/Ki67 
PRESEJALEC 
Rezultat ICK barvanja 
p16/Ki67 
CITOPATOLOG 
Opombe 
Število pozitivnih 
celic/skupin  
   
Število suspektnih 
celic/skupin 
   
Intenzivnost barvanja p16 
(citoplazemska reakcija) 
   
Intenzvnost barvanja Ki67 
(jedrna reakcija) 
   
Ozadje    
Kontrastiranje    
Morfologija    
Legenda: 
Št. pozitivnih/suspektnih celic    Intenzivnost barvanja     Ozadje   Kontrastiranje/Morfologija    
0 – nič          1 – šibka                     1 – NE            1 – primerno 
1 – ena          2 – primerna                           2 – DA (opiši, kakšno,    2 – ni primerno 
2 – dve                                                    v opombe) 
3 – tri              
4 – štiri  
5 – pet ali več 
6 – neodčitljiva reakcija 
-----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
------- 
Ocena presejalca:   □ pozitivno □ negativno □ suspektno □ nekonkluzivno 
Ocena citopatologa:  □ pozitivno □ negativno □ suspektno □ nekonkluzivno 
 
Datum izvida:       Presejalec: 
Citopatolog: 
 
Slika 7: Obrazec za oceno dvojnega p16/Ki-67 ICK barvanja 
 
 
Študijska laboratorijska številka: 
OBRAZEC-OIL 
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3.5 STATISTIČNA OBDELAVA PODATKOV 
 
Skladnost ocen smo primerjali z analizo popolnega ujemanja, Cohen's kappa testom in Mc 
Nemarjevim testom. Izračunali smo občutljivost, specifičnost, pozitivno napovedno 
vrednost (PNV) in negativno napovedno vrednost (NNV) za patološko oceno cervikalna 
intraepitelijska neoplazija druge stopnje ali več (CIN2+) za ocene učencev, presejalca 
učitelja in referenco. Rezultate smo primerjali z rezultati reference, ki smo jih navajali z 
opisno statistiko, povprečjem in standardnim odklonom. Rezultate statističnih analiz smo 
prikazali tabelarično in grafično. 
 
3.5.1 Analiza popolnega ujemanja 
 
Analiza popolnega ujemanja (angl. Overall percentage agrement, OPA) je statistična 
metoda, ki primerja rezultate med ocenjevalci in nam pove, kolikšen je odstotek ujemanja 
pri ocenjevanju preparatov. Izračun in interpretacija rezultatov sta precej preprosta. Za 
izračun je potreben pregled rezultatov ocenjevanja, ali se ujemajo ali ne. Če sta bili oceni 
enaki, smo to označili z 1. V nasprotnem primeru smo označili z 0. Rezultate smo sešteli in 
dobljen seštevek je rezultat, pri katerem so ocenjevalci preparate ocenili enako. Iz vsote 
enako ocenjenih preparatov smo nato izračunali odstotek. Odstotek, ki je končni rezultat, si 
je zelo preprosto razlagati, saj večji kot je, boljše je ujemanje (preglednica 3). Boljše 
ujemanje oziroma večja enotnost pri ocenjevanju je tudi cilj, ki smo ga želeli doseči med 
ocenjevalci (Altman, 1991). 
 
3.5.2 Cohen's kappa test 
 
Cohen's kappa test (κ) je statistična metoda, ki s svojim izračunom napove, koliko se 
ocenjevalci med seboj razlikujejo pri oceni preparatov, vendar predvidi, da je zastavljena 
domneva lahko napačna, zato Cohen's kappa test računamo s 5 % intervalom zaupanja. Pri 
posameznem ocenjevalcu smo sešteli pozitivne, negativne, suspektne in nekonkluzivne 
rezultate, ki smo jih nato primerjali z drugim ocenjevalcem z izračunom po Cohen's kappa 
enačbi (Altman, 1991).  
 
κ =  
O1 − O2
1 − O2
 = 1 −
1 − O1
1 − O2
              … (1) 
 
Rezultate, ki smo jih dobili s primerjavo med ocenjevalci, smo interpretirali po preglednici 3. 
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Preglednica 3: Interpretacija rezultatov s Cohen's kappa testom (Altman, 1991) 
Kappa vrednost Stopnja ujemanja % zanesljivih podatkov 
0,00–0,20 ni ujemanja 0–4 % 
0,21–0,40 minimalno 4–15 % 
0,41–0,60 šibko 15–35 % 
0,61–0,80 zmerno 35–63 % 
0,81–0,90 močno 64–81 % 
Nad 0,91  popolno 82–100 % 
 
3.5.3 Mc Nemarjev test 
 
Mc Nemarjev test je neparametričen test, ki za svoj izračun uporablja Hi-kvadrat test. 
Napove, ali so rezultati ocenjevalcev statistično značilni ali ne oziroma v kolikšni meri se 
ujemajo s pričakovanimi ali so si nasprotujoči.  
 
3.5.4 Pozitivna napovedna vrednost (PPV) 
 
Pozitivna napovedna vrednost (angl. Positive predictive value) je statistična metoda, ki nam 
pove, kateri rezultati so resnično pozitivni oziroma v katerih primerih se bolezen res razvije. 
Resnično pozitivni so bili v naši raziskavi tisti rezultati, kjer je bil test ocenjen kot pozitiven, 
ženske pa so imele histološko potrjen CIN2+ (enačba 2). Pri izračunu smo si pomagali s 
preglednico 4. Po definiciji je test pravilno pozitiven, če je njegov rezultat pozitiven, 
preiskovanec pa je bolan. Test je pravilno negativen, če je negativen, vendar preiskovanec 
ni bolan. Nasprotno pa je test napačno pozitiven, če je pozitiven, vendar preiskovanec nima 
bolezni, in napačno negativen, če je negativen, bolezen pa smo spregledali (Trevethan, 
2017).  
 
Preglednica 4: Rezultat testa glede na rezultat testa in prisotnost bolezni 
 
Preiskovanci imajo bolezen 
(resnično pozitivni) 
Preiskovanci nimajo bolezni 
(resnično negativni) 
Pozitivna ocena testa pravilno pozitivni (PP) napačno pozitivni (NP) 
Negativna ocena testa napačno negativni (NN) pravilno negativni (PN) 
Legenda: PP ... pravilno negativni, NP ... napačno pozitivni, NN ... napačno negativni, PN ... pravilno 
negativni. 
 
PPV = 
𝑷𝑷
𝑷𝑷 + 𝑵𝑷
               … (2) 
 
3.5.5 Negativna napovedna vrednost (NPV) 
 
Negativna napovedna vrednost (angl. Negative predictive value) je statistična metoda, s 
katero izračunamo, kolikšen odstotek testov je resnično negativnih oziroma gre za 
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preiskovance, ki so imeli test negativen in niso zboleli (enačba 3). V našem primeru so bile 
to ženske z negativnim rezultatom dvojnega p16/Ki-67 ICK barvanja brez CIN2+. 
Negativno napovedno vrednost smo izračunali po naslednji enačbi. 
 
NPV = 
𝑷𝑵
𝑷𝑵 + 𝑵𝑵
               … (3) 
 
3.5.6 Občutljivost 
 
Občutljivost je verjetnost pozitivnega izida testa pri preiskovancih, pri katerih je bolezen 
prisotna (enačba 4) (Trevethan, 2017).  
 
Občutljivost = 
𝐏𝐏
𝐏𝐏 + 𝐍𝐍
              … (4) 
 
3.5.7 Specifičnost 
 
Specifičnost je verjetnost negativnega izida testa pri preiskovancih, ki nimajo bolezni 
(enačba 5) (Trevethan, 2017).  
 
Specifičnost = 
𝐏𝐍
𝐏𝐍 + 𝐍𝐏
              … (5) 
 
3.5.8 Standardni odklon ali deviacija  
 
Standardni odklon (SO) je mera, ki nam pove, koliko so podatki razpršeni med seboj. 
Spremlja predvsem povprečja izračunov. Večji kot je SO v podatkih, večja je razpršenost 
podatkov in manjša je enotnost, ter manjši kot je SO, enotnejši so podatki. 
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4 REZULTATI 
 
4.1 ŠTUDIJSKA POPULACIJA 
 
Povprečna starost 501 ženske, ki smo jih vključili v raziskavo, je bila 44,3 leta (SO = 
11,9 leta). 73,9 % žensk je bilo starejših od 35 let. Vse ženske, vključene v raziskavo, so 
imele opravljeno tudi kolposkopijo. Biopsija s histološko preiskavo je bila narejena pri 
61,1 % ženskah (306/501). Ostale ženske (38,9 %, 195/501) so imele normalen izvid 
kolposkopije. Eno leto po vključitvi v raziskavo je imelo 29,1 % žensk (146/501) histološko 
dokazan PIL-VS (CIN2+) in 23,4 % (117/501) PIL-NS (CIN 1, condyloma accuminatum, 
koilocitoza koilocitna atipija). 58,5 % (69/118) žensk, ki smo jih v ocenjevanje dvojnega 
p16/Ki/67 ICK barvanja vključili po začetnem izobraževanju, je imelo CIN2+. Ženske, ki 
smo jih vključili v ocenjevanje barvanja po dodatnem izobraževanju, so imele 20,1 % 
(77/383) CIN2+ (slika 8). 
 
 
Slika 8: Obravnava žensk, ki so sodelovale v raziskavi, in histološke diagnoze  
Legenda: PIL-NS ... ploščatocelična intraepitelijska lezija nizke stopnje, PIL-VS ... ploščatocelična 
intraepitelijska lezija visoke stopnje, CIN2+ ... cervikalna intraepitelijska lezija visoke stopnje. 
 
4.2 REZULTATI DVOJNEGA P16/KI-67 ICK BARVANJA 
 
4.2.1 Ocene barvanja 
 
Po začetnem ocenjevanju je imel U1 največ suspektno ocenjenih preparatov, in sicer 4,2 % 
več kot ostali ocenjevalci. Oba učenca sta imela 13–14 % več pozitivno ocenjenih preparatov 
kot referenca. Nasprotno pa sta imela 14–18 % manj negativno ocenjenih preparatov. 
Podoben trend smo opazili pri rezultatih SP, vendar so bila odstopanja manjša (preglednica 
5). 
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Po dodatnem ocenjevanju sta imela oba učenca 1,6–3,1 % manj suspektnih ocen kot 
referenca. V primerjavi z rezultati po začetnem ocenjevanju je bil to boljši rezultat. Še vedno 
pa sta imela 14,8–3,9 % več pozitivnih ocen ter 13,1–0,5 % manj negativnih ocen. Podoben 
trend smo opazili pri rezultatih SP. Največje razlike med ocenami reference in ocenjevalcev 
smo opazili pri U1, najmanjše pa pri U2. Ocene SP so se gibale med ocenami U1 in U2 
(preglednica 5, slike 9–11). 
 
Učenca, SP in referenca so s pozitivnimi ocenami dvojnega p16/Ki-67 ICK barvanja odkrili 
skoraj enako število CIN2+ tako v začetnem kot dodatnem ocenjevanju. Zanimivo je, da je 
referenca v primerjavi z učencema in SP odkrila en do dva primera manj CIN2+. Po prvem 
ocenjevanju sta se v suspektnih ocenah U1 in SP skrivala po dva primera CIN2+. V 
suspektnih ocenah U2 CIN2+ ni bilo. Po dodatnem ocenjevanju sta se v suspektnih ocenah 
U1 še vedno skrivala dva CIN2+, medtem ko v suspektnih ocenah SP CIN2+ ni bilo. U2, ki 
v začetnem ocenjevanju v suspektnih ocenah ni imel CIN2+, je imel v dodatnem ocenjevanju 
eno suspektno oceno, v kateri se je skrival en CIN2+. V začetnem ocenjevanju so učenca in 
SP spregledali 2–3 primere manj CIN2+ kot referenca, v dodatnem ocenjevanju pa so imeli 
slabši rezultat, saj so spregledali 2–3 primere več CIN2+ kot referenca. Izjema je bil le U1, 
ki je spregledal enako število CIN2+ kot referenca (10) (preglednica 5). 
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Preglednica 5: Rezultati ocenjevanja dvojnega p16/Ki-67 ICK barvanja za oba učenca, presejalca za obema 
učencema in reference 
Ocenjeval
ec 
  Kategorije 
dvojnega 
p16/Ki-67 
ICK 
barvanja po 
kategorijah 
  
Začetno ocenjevanje (N = 118) 
  
Dodatno ocenjevanje (N = 383) 
    
Rezultati 
dvojnega 
p16/Ki-67 
ICK barvanja 
N (%) 
       Izvid CIN2+  
       N (PV, %)*  
  
Rezultati 
dvojnega 
p16/Ki-67 
ICK barvanja 
N (%) 
      Izvid CIN2+  
      N (PPV, %)* 
U1 
  pozitivno   91 (77,1)       65 (71,4)  171 (44,6) 65 (38,0) 
  suspektno   7 (5,9) 2 (28,6)  7 (1,8) 2 (28,6) 
  negativno    20 (16,9) 2 (10,0)  205 (53,5) 10 (4,9) 
  
nekonkluziv
no   
0 (0,0) 0 (0,0)  0 (0,0) 0 (0,0) 
U2 
  pozitivno   92 (78,0) 66 (71,7)  129 (33,7) 64 (49,6) 
  suspektno   2 (1,7) 0 (0,0)  1 (0,3) 1 (100,0) 
  negativno   24 (20,3) 3 (12,5)  253 (66,1) 12 (4,7) 
  
nekonkluziv
no   
0 (0,0) 0 (0,0)  0 (0,0) 0 (0,0) 
SP (U1) 
  pozitivvno   83 (70,3) 65 (78,3)  143 (37,9) 65 (45,5) 
  suspektno   2 (1,7) 2 (100,0)  5 (1,3) 0 (0,0) 
  negativno   32 (27,1) 2 (6,3)  235 (61,4) 12 (5,1) 
  
nekonkluziv
no   
1 (0,8) 0 (0,.0)  0 (0,0) 0 (0,0) 
   pozitivno   83 (70,3) 65 (78,3)  145 (37,9) 64 (44,1) 
SP (U2)   suspektno   2 (1,7) 2 (100,0)  4 (1,0) 0 (0,0) 
   negativno   32 (27,1) 2 (6,3)  234 (61,1) 13 (5,6)  
   
nekonkluziv
no   
1 (0,8) 0 (0,0)  0 (0,0) 0 (0,0) 
Referenca  
  pozitivno   78 (66,1) 64 (82,1)  114 (29,8) 64 (56,1) 
  suspektno   2 (1,7) 0 (0,0)  13 (3,4) 3 (23,1) 
  negativno    38 (32,2) 5 (13,2)  255 (66,6) 10 (3,9) 
  
nekonkluziv
no   
0 (0,0) 0 (0,0)  1 (0,3) 0 (0,0) 
Legenda: N ... število preparatov, U1 ... učenec 1, U2 ... učenec 2, SP (U1) ... presejalec za učencem 1, SP (U2) 
... presejalec za učencem 2, referenca ... citopatologi Oddelka za citopatologijo OIL, ICK ... imunocitokemično 
barvanje, PPV ... pozitivna napovedna vrednost, CIN2+ ... cervikalna intraepitelijska lezija visoke stopnje. 
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Slika 9: Negativna ocena dvojnega p16/Ki-67 ICK barvanja 
 
 
Slika 10: Pozitivna ocena dvojnega p16/Ki-67 ICK barvanja 
 
 
Slika 11: Suspektna ocena dvojnega p16/Ki-67 ICK barvanja 
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4.2.2 Ujemanje rezultatov 
 
Analiza popolnega ujemanja (OPA) med posameznimi ocenjevalci in referenco je pokazala, 
da se je ujemanje v začetnem ocenjevanju gibalo med 81,4 in 94,1 %, v dodatnem pa med 
78,3 in 87,2 %. V začetnem ocenjevanju je bilo ujemanje po pričakovanju največje med SP 
in referenco (OPA: 94,1 %, Mc Nemar's: 0,131) in najslabše med učencema in referenco 
(OPA: 81,4 %, Mc Nemar's: 0,006). Presenetljivo pa je bilo v dodatnem ocenjevanju 
ujemanje največje med referenco in U2 (OPA: 87,2 %, Mc Nemar's: 0,775). Ujemanje med 
referenco in U1 je bilo najmanjše (OPA: 78,3 % Mc Nemar's: 0,000), ujemanje med SP in 
referenco pa zelo podobno ujemanju med U2 in referenco, vendar nekoliko slabše 
(preglednica 6). 
 
Kappa vrednosti med posameznimi ocenjevalci in referenco so se v začetnem ocenjevanju 
gibale med 0,512 in 0,859 ter v dodatnem med 0,556 in 0,713. V začetnem ocenjevanju je 
bilo ujemanje med učencema in referenco minimalno, med SP in referenco pa močno. V 
dodatnem ocenjevanju je bilo ujemanje med posameznimi ocenjevalci (U2, SP (U1), SP 
(U2)) in referenco zmerno. Največje ujemanje je bilo med U2 in referenco (kappa 0,713). 
Ujemanje med U1 in referenco je bilo šibko (0,556) (preglednica 6).  
 
Ujemanje med posameznim učencem in referenco se je po dodatnem izobraževanju 
izboljšalo, kar se kaže v večjih kappa vrednostih. Slabše ujemanje je imel po dodatnem 
ocenjevanju SP, vendar razlike niso bile statistično značilne.  
 
Preglednica 6: Primerjava posameznega ocenjevalca z referenco po načelu različnih statističnih metod (analiza 
popolnega ujemanja (OPA), Mc Nemar's test (p), κ (Cohen's kappa))  
 
Legenda: N ... število preparatov, U1 ... učenec 1, U2 ... učenec 2, SP (U1) ... starejši presejalec za učencem 1, 
SP (U2) ... starejši presejalec za učencem 2, referenca ... citopatologi Oddelka za citopatologijo OIL, OPA ... 
analiza popolnega ujemanja, p ... p vrednost po Mc Nemarju, CI ... interval zaupanja. 
 
 
Učenje Ocenjevalci           N            OPA McNemar's test (p) 
      κ (Cohen's kappa) 
      (95 % CI) 
Začetno 
ocenjevanje 
(N = 118) 
U1   118 81,4 % 0,000 0,512; (CI: 0,329–0,696) 
U2   118 81,4 % 0,006 0,527; (CI: 0,349–0,705) 
SP (U1)   118 94,1 % 0,131 0,859; (CI: 0,758–0,960) 
SP (U2)   118 94,1 % 0,131 0,859; (CI: 0,758–0,960) 
 Referenca  118 100,0 %  1 
Dodatno 
ocenjevanje 
(N = 383) 
U1   383 78,3 % 0,000 0,556 (Cl: 0,472–0,641) 
U2   383 87,2 % 0,775 0,713 (Cl: 0,638–0,788) 
SP (U1)   383 86,2 % 0,006 0,700 (Cl: 0,625–0,775) 
SP (U2)   383 86,4 % 0,004 0,707 (Cl: 0,632–0,798) 
 Referenca   383 100,0 %  1 
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4.3 ZANESLJIVOST OCEN DVOJNEGA P16/KI-67 ICK BARVANJA 
 
Vsi ocenjevalci so imeli v obeh ocenjevanjih večjo občutljivost za zaznavo CIN2+ kot 
specifičnost. Po začetnem ocenjevanju so imeli boljšo občutljivost kot po dodatnem. 
Specifičnost se je po dodatnem ocenjevanju zaradi zmanjšane občutljivosti povečala.  
 
U1 je imel po začetnem ocenjevanju največjo občutljivost (97,1) in najslabšo specifičnost 
(36,7). Tudi U2 je imel dobro občutljivost in slabo specifičnost (95,7 in 42,9). Rezultati SP 
so bili boljši od rezultatov učencev in skladni z rezultati reference (preglednica 7, slika 12).  
 
Tudi po dodatnem ocenjevanju je imel U1 najboljšo občutljivost (87,0) in najslabšo 
specifičnost (63,7). U2 je imel nekoliko manjšo občutljivost kot U1 (84,4), vendar najboljšo 
specifičnost (78,8). Ti rezultati so bili nekoliko slabši od rezultatov reference, vendar še 
vedno boljši od rezultatov SP. Rezultati SP so bili skladni z rezultati reference (preglednica 
7, slika 12). 
 
V obeh ocenjevanjih so imeli vsi ocenjevalci slabšo PNV kot referenca. V začetnem 
ocenjevanju je bila tudi NNV ocenjevalcev v splošnem nekoliko boljša, v dodatnem 
ocenjevanju pa slabša od reference. PPV in NPV med obema ocenjevanjema nismo 
primerjali, ker se je delež CIN2+ med skupinama razlikoval (preglednica 7, slika 12). 
 
Preglednica 7: Občutljivost, specifičnost, pozitivna napovedna vrednost in negativna napovedna vrednosti za 
zaznavo CIN2+ posameznega ocenjevalca pri pregledovanju preparatov z dvojnim p16/Ki-67 ICK barvanjem 
Učenje Ocenjevalci   
Občutljivost 
(95 % CI), % 
Specifičnost 
(95 % CI), % 
PPV 
(95 % CI), % 
NPV 
(95 % CI), % 
Začetno 
ocenjevanje 
(N = 118) 
U1   97,1(89,9–100,0) 36,7 (23,6–51,0) 68,4 (58,6–77,0) 90,0 (66,7–100,0) 
U2  95,7 (87,9–98,6) 42,9 (28,9–57,1) 70,2 (60,4–78,7) 85,7 (66,7–96,3) 
SP (U1)  97,1 (89,7–100,0) 63,3 (48,9–75,7) 78,8 (69,0–86,6) 93,9 (79,3–100,0) 
SP (U2)   97,1 (89,7–100,0) 63,3 (48,9–75,7) 78,8 (69,0–86,6) 93,9 (79,3–100,0) 
Referenca    92,8 (84,1–97,2) 67,3 (52,6–79,5) 80,0 (69,6–87,7) 86,8 (72,2–95,0) 
Dodatno 
ocenjevanje 
(N = 383) 
U1   87,0 (77,6–93,3) 63,7 (58,1–68,9) 37,6 (30,6–45,0) 95,1 (91,3–97,5) 
U2  84,4 (75,0–91,3) 78,8 (74,0–83,1) 50,0 (41,2–58,1) 95,3 (92,0 –97,5) 
SP (U1)  84,4 (74,6–91,3) 72,9 (67,7–77,7) 43,9 (35,9–52,0) 94,9 (91,4 –97,2) 
SP (U2)   83,1 (73,2–90,4) 72,2 (67,0–76,9) 43,0 (35,1–51,0) 94,4 (90,8 –96,9) 
Referenca    87,0 (77,5–93,2) 80,4 (75,6–84,5) 52,8 (43,9–61,4) 96,1 (93,1 –98,0) 
 
Legenda: PPV ... pozitivna napovedna vrednost, NPV ... negativna napovedna vrednost, N ... število 
preparatov, U1 .. .učenec 1, U2 ... učenec 2, SP (U1) ... presejalec za učencem 1, SP (U2) ... presejalec za 
učencem 2, referenca ... citopatologi Oddelka za citopatologijo OIL, CI ... interval zaupanja. 
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Slika 12: Občutljivost in specifičnost zaznave CIN2+ za dvojno p16/Ki-67 ICK barvanje v prvem in drugem 
ocenjevanju  
 
Legenda: U1 ... učenec 1, U2 ... učenec 2, SP (U1) ... presejalec za učencem 1, SP (U2) ... presejalec za 
učencem 2, referenca ... citopatologi Oddelka za citopatologijo OIL. 
 
V prvem ocenjevanju je bila občutljivost učencev in SP boljša od občutljivosti reference, 
vendar je bila specifičnost posledično slabša. Občutljivost obeh učencev in SP je bila v 
drugem ocenjevanju primerljiva z referenco, specifičnost pa je bila še vedno slabša (slika 
12). 
 
4.4 ČAS PREGLEDOVANJA PREPARATOV 
 
Učenca sta v začetnem delu ocenjevanja v povprečju potrebovala več časa za pregled 
preparatov kot v dodatnem delu ocenjevanja. Čas za pregled enega preparata se je skrajševal 
v odvisnosti od števila pregledanih preparatov. Več preparatov kot sta pogledala, manj časa 
sta potrebovala za pregled enega preparata. V začetnem ocenjevanju je U1 v povprečju 
porabil manj časa za pregledovanje preparatov (18,8 min) kot U2 (24,2 min). Razlika je bila 
statistično značilna (p < 0,001). V dodatnem ocenjevanju se je čas pregledovanja preparatov 
obeh učencev zmanjšal, vendar je tokrat U1 v povprečju porabil več časa (9,3 min) kot U2 
(7,6 min). Razlika je bila še vedno statistično značilna (p < 0,001). Na koncu usposabljanja 
je U1 za zadnjih 100 preparatov v povprečju porabil 8,2 min (SO = 2,8 min), U2 pa le 5,2 
min (SO = 0,4 min). Razlika je bila statistično značilna (p < 0,001).  
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Najnižjo točko v prelomu krivulje za pregled negativnih preparatov je U1 dosegel pri 
preparatu številka 163 že v začetnem ocenjevanju. V povprečju se je njegov čas za pregled 
preparatov zmanjševal 0,7 % na oceno v začetnem ocenjevanju (p < 0,05) in 0,0 % v 
dodatnem ocenjevanju. Najnižjo točko v prelomu krivulje za pregled pozitivnih preparatov 
je dosegel pri preparatu številka 109. Za pozitivne preparate se je čas pregledovanja hitreje 
zmanjševal, v povprečju 1,0 % na oceno v prvem (p < 0,05) in 0,1 % v drugem ocenjevanju 
(p < 0,05). U2 je najnižjo točko v prelomu krivulje za pregled preparatov dosegel pri številki 
preparata 207 za negativne preparate in 248 za pozitivne preparate. Za negativne in pozitivne 
preparate se mu je čas v povprečju zmanjševal 0,6 % na oceno v začetnem (p < 0,05) in 0,1 
% v dodatnem ocenjevanju (p < 0,05) (slika 13). 
 
 
Slika 13: Čas pregledovanja preparatov po regresijski analizi  
 
Legenda: U1 ... učenec 1, U2 ... učenec 2. 
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5 RAZPRAVA 
 
Rezultati naše raziskave so potrdili, da je program usposabljanja za ocenjevanje dvojnega 
p16/Ki-67 ICK barvanja primeren tudi za izobraževanje učencev brez znanja citopatologije 
in imunocitokemije. Po dodatnem izobraževanju je bilo ujemanje med rezultati U1 zmerno, 
med U2 in referenco pa dobro. Občutljivost in specifičnost testa za zaznavo CIN2+, ki ju je 
dosegel U2, sta bili primerljivi z referenco. Zato smo zaključili, da je bil U2 po končanem 
usposabljanju usposobljen za samostojno ocenjevanje dvojnega p16/Ki-67 ICK barvanja. 
Nasprotno pa je bila specifičnost testa, ki jo je dosegel U1, preslaba za samostojno 
ocenjevanje. Za samostojno delo bi se U1 moral dodatno izobraževati in nekaj časa delati 
pod nadzorom. Rezultati SP se niso značilno razlikovali od reference, kar potrjuje, da je bil 
SP ustrezno usposobljen za delo učitelja. Testiran program usposabljanja je zato primeren 
tudi za nadzor kakovosti dela učitelja. Ugotovili smo, da sta po končanem usposabljanju 
učenca za pregled preparata z dvojnim p16/Ki-67 ICK barvanjem porabila 5,2 oziroma 
8,2 min. Ker se je čas, ki ga je U2 porabil za pregled preparatov, v zadnjem delu 
usposabljanja le malo spreminjal, bi 5,2 min lahko uporabili kot časovni normativ za pregled 
dvojnega p16/Ki-67 ICK barvanja na konvencionalnih brisih.  
 
Namen magistrske naloge je bil testirati program usposabljanja za ocenjevanje dvojnega 
p16/Ki-67 ICK barvanja, ki bi bil primeren za usposabljanje presejalcev in citopatologov v 
državnem programu ZORA, pa tudi za usposabljanje učencev brez znanja iz citopatologije 
in imunocitokemije. Program usposabljanja so v svoji nedavno objavljeni raziskavi 
predlagali Kloboves Prevodnik in sod. Zasnovali so ga na podlagi izkušenj, ki so jih dobili 
z uvajanjem dvojnega p16/Ki-67 ICK barvanja v tri slovenske citopatološke laboratorije, ki 
sodelujejo v državnem programu ZORA (Kloboves Prevodnik in sod., 2019). Predlagani 
program vodi SP in ima dva dela. V prvem delu mora učenec opraviti začetno izobraževanje 
in samostojno pregledati najmanj 100 preparatov dvojnega p16/Ki-67 ICK barvanja. V 
vsakem preparatu mora označiti dvojno obarvane celice in podati rezultat testa. SP mora v 
celoti pregledati in oceniti vse preparate, ki jih je pregledal učenec, in identificirati tiste z 
neskladnimi rezultati. V drugem delu usposabljanja mora učenec opraviti dodatno 
izobraževanje in pregledati najmanj 100 dodatnih preparatov dvojnega p16/Ki-67 ICK 
barvanja. Dodatno izobraževanje zajema diskusijo preparatov z neskladnimi ocenami na 
diskusijskem mikroskopu s SP. Tudi v tem delu mora SP v celoti pregledati in oceniti vse 
preparate, ki jih pregleda učenec. Na koncu usposabljanja mora učenec uspešno opraviti 
teoretični in praktični test za oceno dvojnega p16/Ki-67 ICK barvanja. Odločitev, ali je 
usposobljen za samostojno delo, se sprejme na podlagi opravljenega testa in rezultatov 
analize, ki jo pripravi SP. Preveriti mora ujemanje rezultatov med učencem in referenco ter 
zanesljivost testa za zaznavo CIN2+. V drugem delu izobraževanja ima učenec možnost 
preparate, ki jih ne zna oceniti, pokazati SP in jih z njim prediskutirati. Med celotnim 
izobraževanjem lahko za težke preparate uporablja kategorijo suspektno, da SP lažje 
prepozna učenčeve težave pri ocenjevanju. 
 
40 
Rozina H. Protokol usposabljanja laboratorijskih delavcev za ocenjevanje … materničnega vratu. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019 
 
Program usposabljanja, ki smo ga testirali v naši magistrski nalogi, se je nekoliko razlikoval 
od usposabljanja, ki so ga v svoji raziskavi uporabljali Kloboves Prevodnik s sod. V njej je 
začetno usposabljanje pripravil proizvajalec testa. Usposabljanje je zajemalo predavanja, 
pregled 40 učnih preparatov in diskusijo težkih primerov z izvedencem za dvojno p16/Ki-
67 ICK barvanje preko telekonference (Kloboves Prevodnik in sod., 2019). Za potrebe 
magistrske naloge je začetno usposabljanje pripravil SP, ki se je za oceno dvojnega p16/Ki-
67 ICK barvanja usposobil v raziskavi Kloboves Prevodnikove. Ker učenca, ki sta 
sodelovala v raziskavi, nista imela znanja iz ginekološke citologije in imunocitokemije, je 
bilo usposabljanje treba prilagoditi njunim sposobnostim. Usposabljanje je zato zajemalo 
tudi učenje pravilnega mikroskopiranja in morfoloških značilnosti normalnih celic, ki jih 
najdemo v BMV, s svetlobnim mikroskopom ter učenje interpretacije dvojnega p16/Ki-67 
ICK barvanja. V obeh raziskavah je dodatno usposabljanje temeljilo na diskusiji preparatov 
z neskladnimi ocenami na večglavem diskusijskem mikroskopu. Razlika je bila le, da je v 
raziskavi Kloboves Prevodnikove učenje vodil izvedenec, ki ga je pripeljal proizvajalec testa 
(Kloboves Prevodnik in sod., 2019), v naši raziskavi pa SP. Razlike med raziskavama so bile 
tudi v številu in vrsti preparatov, ki so jih ocenjevalci pregledali po začetnem in dodatnem 
usposabljanju. V raziskavi Kloboves Prevodnikove so po začetnem usposabljanju pregledali 
129 preparatov, po dodatnem pa 79 preparatov z neskladnimi ocenami iz prvega ocenjevanja 
(Kloboves Prevodnik in sod., 2019). V naši raziskavi smo po začetnem usposabljanju 
pregledali 118 od 129 preparatov, ki so jih pregledali v raziskavi Kloboves Prevodnikove, 
po dodatnem usposabljanju pa 383 preparatov z referenčnimi ocenami citopatologov 
Oddelka za citopatologijo OIL. Delež preparatov s CIN2+ je bil v prvem in drugem delu 
raziskave Kloboves Prevodnikove enak (Kloboves Prevodnik in sod., 2019), v naši raziskavi 
pa je bil v drugem delu manjši. Razlike so nastale, ker so bili preparati za prvi del obeh 
raziskav pridobljeni iz kolposkopske populacije, za drugi del naše raziskave pa iz presejalne 
populacije med neodzivnicami. Ženske iz kolposkopske populacije so bile bolj ogrožene za 
CIN 2+ kot ženske iz presejalne populacije. Raziskavi sta se razlikovali tudi po trajanju 
začetnega in dodatnega usposabljanja (Kloboves Prevodnik in sod., 2019). Čas 
usposabljanja v naši raziskavi je bil daljši in bolj podoben podatkom v literaturi 
(Waldstrømov in sod., 2013; Wentzensen in sod., 2014; Allia in sod., 2014; Kloboves 
Prevodnik in sod., 2019). 
 
V literaturi smo našli malo objav o usposabljanju za oceno preparatov z dvojnim  
p16/Ki-67 ICK barvanjem. Usposabljanje, ki so ga uporabili v raziskavah Waldstrømove, 
Wentzensena in Allia, je najbolj podobno usposabljanju, ki smo ga testirali v naši raziskavi 
(Waldstrømov in sod., 2013; Wentzensen in sod., 2014; Allia in sod., 2014). Prav tako je 
bilo iz dveh delov. V prvem delu je proizvajalec testa najprej pripravil začetno usposabljanje, 
ki se je zaključilo s teoretičnim in praktičnim testom. Trajalo je  
1–2,5 dneva. Nato so učenci pregledali 50–469 preparatov. V drugem delu so učenci skupaj 
z izvedencem za dvojno p16/Ki-67 ICK barvanje na diskusijskem mikroskopu pregledali 
preparate z neskladnimi ocenami. Nato so pregledali dodatnih 150–185 preparatov. Opisana 
usposabljanja so se od našega razlikovala po tem, da je začetno izobraževanje pripravil 
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proizvajalec testa, dodatno izobraževanje pa je vodil izvedenec za oceno dvojnega p16/Ki-
67 ICK barvanja. V naši raziskavi je usposabljanje ves čas vodil SP, ki je bil usposobljen za 
ocenjevanje dvojnega p16/Ki-67 ICK barvanja. Med raziskavo se je lahko kadar koli 
posvetoval s citopatologom. Razlike so bile tudi v številu preparatov, ki so jih učenci 
pregledali v obeh ocenjevanjih. V naši raziskavi sta učenca v začetnem ocenjevanju 
pregledala 118 preparatov in v dodatnem 383, kar je primerljivo z zgoraj omenjenimi 
raziskavami. Pomembna razlika med našo in omenjenimi raziskavami je bila, da je 
usposabljanje v naši raziskavi potekalo na konvencionalnih preparatih, v omenjenih 
raziskavah pa na preparatih tekočinske citologije. Trajanje usposabljanja je bilo primerljivo 
z drugimi raziskavami. Poleg tega je SP pregledal in ocenil vse preparate, ki sta jih pogledala 
učenca. Učenca sta lahko uporabljala kategorijo suspektno in se v drugem delu usposabljanja 
posvetovala s SP. V naši raziskavi smo usposobljenost učencev preverjali z zaključnim 
praktičnim testom analize skladnosti ter občutljivosti in specifičnosti rezultatov med 
učencem in referenco. 
 
V literaturi smo našli še dva opisa usposabljanja za oceno dvojnega p16/Ki-67 ICK barvanja, 
ki se po svoji zasnovi razlikujeta od našega, zato primerjava med našim in njihovim 
usposabljanjem ni možna. V raziskavi, ki so jo napravili McMenamin in sod., je ocenjevalce 
za oceno dvojnega p16/Ki-67 ICK barvanja usposobil proizvajalec testa (McMenamin in 
sod., 2017). V raziskavi, ki jo je napravil Benevolo s sod., da bi preveril primernost testa za 
uporabo v presejalnem programu za odkrivanje RMV v Italiji, so delavce iz devetih 
laboratorijev usposobili s kratkim izobraževanjem. Sestavljeno je bilo iz dveh delov. Pred 
oceno prvega sklopa preparatov so se vsi udeleženci v raziskavi udeležili strokovnega 
srečanja, kjer so s pomočjo mikroskopskih slik dvojnega p16/Ki-67 ICK barvanja poenotili 
kriterije za oceno preparatov. Ko so vsi sodelujoči v raziskavi pregledali 21 preparatov, so 
organizirali še eno strokovno srečanje, kjer so prediskutirali 10 preparatov z diskrepantnimi 
ocenami. Nato so vsi ocenjevalci pregledali še dodatnih 21 preparatov (Benevolo in sod., 
2016). 
 
Uspešnost programov usposabljanja za oceno dvojnega p16/Ki-67 ICK barvanja so 
raziskovalci ocenjevali na več načinov. V večini raziskav so usposobljenost preverjali s 
primerjavo skladnosti ocen med ocenjevalci in referenco (Waldstrøm in sod., 2013; 
Wentzensen in sod., 2014; Allia in sod., 2014; Benevolo in sod., 2016; McMenamin in sod., 
2017; Kloboves Prevodnik in sod., 2019). Takšna ocena je zanesljiva le, če imajo ocene 
reference veliko pozitivno in negativno napovedno vrednost za odkrivanje bolezni. Zato so 
v nekaterih raziskavah za preverjanje usposobljenosti ocenjevalcev uporabljali tudi mere 
veljavnosti testa, kot so občutljivost, specifičnost, PNV in NNV. V večini raziskav so mere 
veljavnosti testa računali le za ocene po dodatnem usposabljanju (Waldstrøm in sod., 2013; 
Wentzensen in sod., 2014; Allia in sod., 2014), v raziskavi Kloboves Prevodnikove pa po 
obeh usposabljanjih. To ji je omogočalo, da je napovedno vrednost ocen dvojnega p16/Ki-
67 ICK barvanja lahko spremljala med celotnim usposabljanjem (Kloboves Prevodnik in 
sod., 2019). 
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5.1 OCENE TESTA 
  
V začetnem ocenjevanju sta učenca imela več pozitivnih in manj negativnih ocen preparatov 
dvojnega p16/Ki-67 ICK barvanja kot referenca. Razlika je bila okoli 10 %. V dodatnem 
ocenjevanju je bila razlika med U2 in referenco le 4 %, medtem ko je za U1 ostala visoka 
(15 %). Rezultate obeh učencev lahko primerjamo le z rezultati treh slovenskih 
citopatoloških laboratorijev, ki so sodelovali v nedavno objavljeni raziskavi Kloboves 
Prevodnikove, ker gre za podobno zasnovano raziskavo (Kloboves Prevodnik in sod., 2019). 
Po začetnem usposabljanju je imel laboratorij 1 (LAB1) enako pozitivnih ocen kot referenca 
in 1,5 % več negativnih ocen. V drugih dveh laboratorijih so ocene bolj odstopale od 
reference. Za pozitivne ocene je bila razlika nekoliko manjša (5,4–8,5 %) kot v naši 
raziskavi, za negativne pa je bila v enem laboratoriju celo večja (13,2 %). Po dodatnem 
usposabljanju je bila razlika med ocenami dveh laboratorijev (LAB1, laboratorij 2 (LAB2)) 
in referenco majhna, le 1,6 %, medtem ko je za laboratorij 3 (LAB3) ostala precej visoka 
(7,4 % za pozitivne ocene in 3,1 % za negativne ocene). Ti rezultati so skladni z rezultati 
naše raziskave. Primerjava ocen med ocenjevalci in referenco v obeh raziskavah kaže, da so 
bili po končanem usposabljanju ocenjevalci v LAB1, LAB2 in U2 bolj usposobljeni za 
ocenjevanje dvojnega p16/Ki-67 ICK barvanja kot ocenjevalci iz LAB3 in U1. V obeh 
raziskavah se je po dodatnem usposabljanju delež suspektnih ocen pri vseh ocenjevalcih 
zmanjšal, kar pomeni, da se je usposobljenost ocenjevalcev v splošnem povečala in so se 
lažje odločali, ali je rezultat testa pozitiven ali negativen. 
 
Referenca je imela v naši raziskavi najvišjo napovedno vrednost za CIN2+ med vsemi 
ocenjevalci tako v začetnem (82,1 %) kot tudi dodatnem ocenjevanju (56,1 %). Presenetljivo 
pa je imela referenca za negativne ocene v prvem ocenjevanju največje tveganje za CIN2+ 
(13,2 % v primerjavi z drugimi ocenjevalci 6,3‒10,0 %). V drugem ocenjevanju je bilo 
tveganje za CIN2+ najmanjše (3,9 % v primerjavi z drugimi ocenjevalci 4,9‒5,6 %). 
Rezultati raziskave Kloboves Prevodnikove so primerljivi z našimi. Tudi v njeni raziskavi 
je imela referenca po prvem ocenjevanju najvišjo napovedno vrednost za CIN2+ (81,7 %), 
v drugem ocenjevanju pa le nekoliko nižjo (75,7 %) kot LAB1 (79,2 %). V negativni 
kategoriji sta imela v prvem ocenjevanju najmanjše tveganje za CIN2+ referenca in LAB2 
(15,8–15,0 % v primerjavi z 19,0–20,6 % v LAB1 in LAB3), po drugem ocenjevanju pa 
referenca in LAB1 (13,0–10,7 % v primerjavi s 13,5–15,5 % v LAB2 in LAB3) (Kloboves 
Prevodnik in sod., 2019). Rezultati obeh raziskav potrjujejo, da je referenca zlati standard, 
ki ima praviloma najboljše rezultate. Z ustreznim usposabljanjem ocenjevalci lahko rezultate 
reference celo presežejo.  
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5.2 UJEMANJE REZULTATOV 
 
V začetnem ocenjevanju je bilo ujemanje med ocenami SP in reference (OPA: 94,1 in kappa: 
0,86) najboljše, medtem ko sta imela učenca manjše ujemanje (OPA: 81,4 in kappa: 0,51–
0,53). V dodatnem ocenjevanju se je z referenco najbolj ujemal U2 (OPA: 87,2 in kappa: 
0,71) in najmanj U1 (OPA: 78,3 in kappa: 0,57). SP je bil po ujemanju z referenco nekje 
med rezultati obeh učencev (OPA: 86,2–86,4 in kappa: 0,70–0,71). Ujemanje ocen v 
začetnem in dodatnem ocenjevanju lahko primerjamo z raziskavo Waldstrømove, Allie in 
Kloboves Prevodnikove. V Waldstrømovi raziskavi se je po dodatnem usposabljanju 
ujemanje povečalo za vse ocenjevalce (kappa z 0,43–0,49 na 0,50–66), prav tako v Allijini 
(kappa z 0,60 na 0,72 %) in Kloboves Prevodnikovi (kappa z 0,70–0,80 na 0,81–0,94) 
(Waldstrømov in sod., 2013; Allia in sod., 2014; Kloboves Prevodnik in sod., 2019). Za vse 
raziskave je značilno, da se je ujemanje med ocenjevalci po dodatnem usposabljanju v 
grobem povečalo za 10 %, s to razliko, da je bilo po začetnem in dodatnem usposabljanju v 
Waldstrømovi raziskavi ujemanje najslabše, v Kloboves Prevodnikovi pa najboljše 
(Waldstrømov in sod., 2013; Allia in sod., 2014; Kloboves Prevodnik in sod., 2019). Po 
začetnem usposabljanju je bilo v naši raziskavi ujemanje med učencema in referenco 
nekoliko boljše kot v Waldstrømovi raziskavi, po dodatnem usposabljanju pa se je ujemanje 
U2 približalo rezultatom Kloboves Prevodnikove, medtem ko se je ujemanje U1 le 
malenkost izboljšalo. V vseh omenjenih raziskavah in tudi naši stopnja ujemanja ocen med 
posameznimi ocenjevalci in referenco kaže na različno usposobljenost ocenjevalcev za 
samostojno delo. V naši raziskavi je imel U2 veliko boljše ujemanje z referenco kot U1, zato 
je bil bolje usposobljen za samostojno delo. Tudi ujemanje ocen med SP in referenco je 
skladno s podatki v omenjenih raziskavah, zato lahko zaključimo, da je bil SP dovolj 
usposobljen za delo z učencema in da je testiran program usposabljanja primeren tudi za 
kontrolo kakovosti dela učitelja. Usposobljenost učitelja se sčasoma lahko spreminja, zato 
mora biti program usposabljanja zasnovan tako, da hkrati spremljamo napredek učencev in 
kakovost dela učitelja.  
 
5.3 ZANESLJIVOST OCEN DVOJNEGA P16/KI-67 ICK BARVANJA 
 
V naši raziskavi je imela referenca v splošnem največjo občutljivost in specifičnost ocen 
dvojnega p16/Ki-67 ICK barvanja za zaznavo CIN2+. V prvem ocenjevanju je imela 
nekoliko slabšo občutljivost (92,8) kot ostali ocenjevalci (95,–97,1), vendar najboljšo 
specifičnost (referenca: 67,3; ostali ocenjevalci 36,7–63,3). V drugem ocenjevanju je imela 
še vedno najboljšo specifičnost (referenca: 80,4; ostali ocenjevalci: 63,7–78,8,) in tudi 
najboljšo občutljivost (referenca: 87,0; ostali ocenjevalci: 83,1–87,0). Rezultati reference so 
bili v splošnem boljši od rezultatov ocenjevalcev tudi v raziskavah Wentzensena in Kloboves 
Prevodnikove (Wentzensen in sod., 2014; Kloboves Prevodnik in sod., 2019). Rezultati vseh 
treh raziskav potrjujejo našo predpostavko, da je izbor reference ključen za kakovostno 
usposabljanje učencev za ocenjevanje dvojnega p16/Ki-67 ICK barvanja. Primerjava 
rezultatov med učencem in referenco je bistvena za odločanje, ali je učenec že usposobljen 
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za samostojno delo. Pomembna je tudi primerjava med rezultati učitelja in referenco, saj je 
učitelj v testiranem programu ključen za kakovostno izvedbo programa. Z učencem mora 
delati individualno, pregledati mora vse preparate, ki jih učenec označi in oceni, učenca mora 
učiti ter spremljati njegov napredek. Kakovost njegovega dela je zato treba spremljati in 
nadzorovati med celotno izvedbo programa.  
 
Po začetnem usposabljanju sta imela učenca v primerjavi z referenco podobno občutljivost 
ocen za zaznavo CIN2+, vendar precej slabšo specifičnost (36,7–42,9). Po dodatnem 
izpopolnjevanju se je občutljivost njunih ocen nekoliko zmanjšala zaradi povečane 
specifičnosti. Specifičnost U2 je bila le malo slabša od reference (78,8), medtem ko je bila 
specifičnost U1 še vedno najslabša (63,7). Tudi v raziskavi Kloboves Prevodnikove, ki je 
bila podobno zasnovana kot naša, so ugotovili, da je bil napredek laboratorijev med 
usposabljanjem različen. Po dodatnem usposabljanju sta dva laboratorija, tako kot U2 v naši 
raziskavi, izboljšala svoje rezultate, da so bili zelo podobni rezultatom reference. Nasprotno 
pa se je v LAB2, ki je imel po začetnem usposabljanju največjo občutljivost, ta po dodatnem 
usposabljanju zmanjšala zaradi povečane specifičnosti (68,2). Tudi pri U1 sta se občutljivost 
in specifičnost spreminjali podobno kot v LAB2, vendar je bila specifičnost U1 na koncu 
usposabljanja še vedno slabša. Če bi dvojno p16/Ki-67 ICK barvanje uporabljali v državnem 
programu za odkrivanje predrakavih in rakavih sprememb na materničnem vratu ZORA, bi 
bila nizka specifičnost ocen za zaznavo CIN2+ nesprejemljiva. Zaradi lažno pozitivnih ocen 
bi ženske brez potrebe pošiljali na kolposkopijo ter po nepotrebnem obremenjevali ženske 
in zdravstveni sistem. Zato si želimo, da sta občutljivost in specifičnost diagnostičnih testov 
čim večji. U1 bi za samostojno ocenjevanje dvojnega p16/Ki-67 ICK barvanja moral 
izboljšati specifičnost svojih ocen. Z dodatnim usposabljanjem in delom pod nadzorom SP 
bi se zanesljivost njegovih ocen v kratkem času lahko izboljšala in približala ocenam U2.  
 
Zanesljivost ocen SP se ni bistveno razlikovala od reference. Le v dodatnem ocenjevanju je 
imel nekoliko slabšo specifičnost (72,2 %), vendar je bila ta še vedno boljša, kot jo je po 
drugem ocenjevanju dosegel najslabši laboratorij v raziskavi Kloboves Prevodnikove 
(Kloboves Prevodnik in sod., 2019). Zato smo mnenja, da je bilo delo SP med celotnim 
usposabljanjem zadovoljivo. Po podatkih, ki smo jih našli v literaturi, je naša raziskava prva, 
kjer smo poleg usposobljenosti učencev preverjali tudi delo učitelja.  
 
5.4 ČAS PREGLEDOVANJA PREPARATOV 
 
V začetnem ocenjevanju sta imela oba učenca značilno daljši povprečen čas za pregled 
preparatov kot v dodatnem ocenjevanju (p < 0,001). Poleg tega se je čas za pregled 
preparatov hitreje zmanjševal in ustalil pri U1, kar kaže na to, da se je usposobljenost za 
odčitavanje dvojnega p16/Ki-67 ICK barvanja sčasoma povečevala. Poleg tega sta učenca 
na začetku ocenjevanja porabila več časa za pregled negativnih preparatov, kar je še posebej 
značilno za U1, ki je imel z njihovo oceno večje težave kot U2. V dodatnem ocenjevanju je 
bil čas za pregled preparatov ustaljen in se je le minimalno zmanjševal. V raziskavi 
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McMenaminove in sod. so merili čas pregledovanja preparatov tekočinske citologije 
ThinPrep z dvojnim p16/Ki-67 ICK barvanjem in ugotovili, da se sorazmerno krajša s 
stopnjo usposobljenosti ocenjevalcev. Ugotovili so, da so ocenjevalci za preprost preparat 
porabili 1 min, za zahtevnejše preparate pa 3–4 min (McMenamin in sod., 2017). V drugem 
ocenjevanju naše raziskave se čas, ki sta ga učenca potrebovala za oceno pozitivnih in 
negativnih preparatov, ni bistveno razlikoval. Poleg tega je bil standardni odklon za pregled 
preparatov za U2 le 0,4 min, kar kaže na to, da se čas, ki ga usposobljen učenec porabi za 
preproste in zahtevne preparate, bistveno ne razlikuje. Zanimalo nas je tudi, koliko časa 
učenca potrebujeta za pregled enega preparata na koncu usposabljanja. U2, ki je bil po 
končanem usposabljanju usposobljen za samostojno delo, je potreboval le 5,2 min, U1, ki za 
samostojno delo še ni bil usposobljen, pa 8,2 min. S pomočjo matematične simulacije smo 
čase, ki sta jih učenca potrebovala za pregled preparatov v naši raziskavi, primerjali s časom, 
ki so ga potrebovali ocenjevalci v raziskavi McMenamina. Če predpostavimo, da je površina 
konvencionalnega preparata, ki ga mora pregledati ocenjevalec, 15,8-krat večja od površine 
preparata ThinPrep, vidimo, da je bil čas, ki ga je porabil slabši učenec (U1), dvakrat krajši 
od časa, ki so ga ocenjevalci porabili v McMenaminovi raziskavi za nezahtevne preparate. 
Ker je imel U2 v dodatnem ocenjevanju v primerjavi z referenco najboljše rezultate, bi 
njegov čas lahko uporabili za časovni normativ za pregled konvencionalnih preparatov z 
dvojnim p16/Ki-67 ICK barvanjem. Po podatkih, ki smo jih našli v literaturi, je naša 
raziskava prva, kjer smo predlagali časovni normativ za pregled dvojnega p16/Ki-67 ICK 
barvanja na konvencionalnih preparatih.  
 
Predlagani 5,2-minutni časovni normativ je 1,7-krat krajši od normativa, ki ga imajo v 
Sloveniji presejalci za citološki pregled konvencionalnega preparata BMV (Onkološki ..., 
2018). Presejalec mora pogledati 50 preparatov na dan. Ker ima dvojno p16/Ki-67 ICK 
barvanje podobno občutljivost za zaznavo CIN2+ kot citologija, vendar precej boljšo 
specifičnost, bi bilo dvojno barvanje primernejše za triažo žensk s citološkimi ocenami nizke 
stopnje in HPV pozitivnih žensk kot citologija (Kloboves Prevodnik in sod., 2019). Visoka 
cena dvojnega p16/Ki-67 ICK barvanja je ena od pomembnih ovir, ki preprečuje, da bi test 
vključili v presejanje predrakavih sprememb in RMV. Rezultati naše raziskave nakazujejo, 
da bi s časovnim normativom, ki je krajši kot za pregled citoloških preparatov, ceno testa 
lahko znižali na račun stroškov dela. Tako bi bila bolj konkurenčna in omogočila uporabo 
testa tudi v presejalnih programih.  
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6 SKLEPI 
 
Za varno uporabo p16/Ki-67 dvojnega ICK barvanja v laboratorijih, ki sodelujejo v 
državnem programu ZORA, so na OIL razvili program usposabljanja za oceno testa. V 
okviru magistrske naloge smo želeli preveriti, ali je program primeren tudi za usposabljanje 
laboratorijskih delavcev brez znanja iz citopatologije in imunocitokemije.  
 
Na podlagi dobljenih rezultatov in primerjave s podatki v literaturi smo prišli do naslednjih 
zaključkov:  
 Program usposabljanja za ocenjevanje dvojnega p16/Ki-67 ICK barvanja, ki so ga 
razvili na OIL, je primeren za usposabljanje laboratorijskih delavcev brez izkušenj 
na področju citologije in imunocitokemije, kot sta bila učenca v naši raziskavi.  
 Po končanem usposabljanju je bil U2 usposobljen za samostojno delo. 
 U1 po končanem usposabljanju ni bil usposobljen za samostojno delo, zato bi 
potreboval dodatno izobraževanje in delo pod nadzorom usposobljenega SP.  
 Program usposabljanja je primeren tudi za spremljanje kakovosti dela učitelja, v 
našem primeru SP.  
 Po končanem usposabljanju mora učenec pregledati in oceniti en konvencionalni 
preparat z dvojnim p16/Ki-67 ICK barvanjem v petih minutah. 
 Petminutni časovni normativ za pregled enega konvencionalnega preparata z 
dvojnim p16/Ki-67 ICK barvanjem je primeren tudi za presejalce v državnem 
programu ZORA, ki so usposobljeni za oceno dvojnega p16/Ki-67 ICK barvanja.  
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7 POVZETEK 
 
V Sloveniji si prizadevamo, da bi z učinkovitim presejalnim programom predčasno odkrili 
predrakave in rakave spremembe na materničnem vratu. P16/Ki-67 je dvojno ICK barvanje 
in eden izmed obetavnih testov, ki bi jih lahko v prihodnosti uporabljali za odkrivanje 
predrakavih sprememb in RMV. Za varno uporabo testa p16/Ki-67 so na OIL razvili 
program usposabljanja laboratorijskih delavcev na tem področju. V raziskavo smo vključili 
dva učenca brez znanja na področju citopatologije in SP. Raziskava je bila sestavljena iz 
dveh delov. V prvem delu sta bila učenca najprej deležna kratkega izobraževalnega 
programa o osnovah normalne ginekološke citopatologije in načinu ocenjevanja dvojnega 
p16/Ki-67 ICK barvanja. Pregledala sta tudi 118 preparatov z dvojnim p16/Ki-67 ICK 
barvanjem brez možnosti sprotnega posvetovanja s SP. V drugem delu sta učenca s SP na 
diskusijskem mikroskopu najprej prediskutirala preparate z neskladnimi rezultati iz prvega 
ocenjevanja in nato pregledala še 383 preparatov. Med drugim ocenjevanjem sta se lahko 
sproti posvetovala s SP. Primerjali smo skladnost med ocenjevalci in referenco ter izračunali 
občutljivost in specifičnost DS za zaznavo CIN2+. Spremljali smo tudi čas pregledovanja 
posameznega preparata pri učencih. S statističnimi metodami smo dokazali, da se je v 
začetnem ocenjevanju rezultatom reference najbolj približal SP, v dodatnem pa U2. 
Občutljivost se je po dodatnem ocenjevanju pri obeh učencih znižala zaradi povečane 
specifičnosti. V primerjavi z referenco so po dodatnem ocenjevanju še vedno vsi ocenjevalci 
imeli nižjo občutljivost in specifičnost. Boljši čas pregledovanja pri zadnjih 100 preparatih 
je dosegel U2 v primerjavi z U1. Po končanem usposabljanju je bil U2 usposobljen za 
samostojno pregledovanje preparatov, obarvanih z dvojnim p16/Ki-67 ICK barvanjem, 
medtem ko bi U1 potreboval še dodatno usposabljanje in delo pod nadzorom usposobljenega 
SP.  
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